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c h l o ri d e u n d e r a n a e r o b i c c o n d i t i o n s . V i n y l c h l o ri d e , a k n o w n c a r c i n o g e n , p r e s e n t s m u c h
m o r e ri sk t o h u m a n h e a l t h t h an T C E i t s e l f . Id e a l l y , a l l t h e T CE p r e s e n t l y i n t h e gr o u n d
w a t e r sh o u l d b e r e m o v e d
,
b y e i t h e r p hy s i c a l , c h e m i c a l , o r b i o l o g i c a l t e c h n o l o g i e s ,
h o w e v e r , t h i s i s u n l i k e l y . P ri o ri t y s h o u l d b e g i v e n t o s i t e s w h e r e g r o u n d w a t e r i s d r a w n
f o r d r i n k i n g w a t e r a n d s i t e s t h a t h a v e a s u b s u r f a c e ge o l o g y t h a t a l l o w s f o r r e l a t i v e l y f a s t
t r a n sp o r t o f T C E th r o u g h o u t t h e s u b s u r f a c e . T h e E P A h a s s e t a n M C L (m a x i m u m
c o n t a m i n a n t l e v e l ) o f T C E i n d r i n k i n g w a t e r o f 5 p g / L (p p b ) . V a r i o u s t e c h n o l o g i e s a r e
b e i n g t e s t e d f o r t h e i r e c o n o m i c a n d t e c h n ic a l f e a s i b i l i t y , a s w e l l a s t h e d e g r e e t o w h i c h
t h e y c l e a n u p t h e c o n t a m i n a t e d s i t e . O n e t e c h n o l o gy t h a t h o l d s p r o m i s e i s i n s i t u
b i o r e m e d i a t i o n .
A n e x t e n s i v e i n s i t u b i o r e m e di a t i o n d e m o n s t r a t i o n h a s j u s t b e e n c o m p l e t e d a t t h e
S a v a n n a h R i v e r Si t e (SR S) . T h e a b i l i t y o f m e t h a n o t r o p h i c b a c t e r i a t o d e g r a d e T C E h a s
b e e n sh o w n i n m a n y l a b o r a t o r y e x p e r im e n t s . A f t e r e x a m i n i n g t h e s u b s u r f a c e , g e o l o g y ,
c h e m i s t r y , a n d b i o l o g y a t t h e SR S , i t w a s d e c i de d t h a t m e t h a n o t r o p h i c b i o r e m e d i a t i o n w a s
l i k e l y t o b e e f fe c t i v e .
T h e S a v a n n a h R i v e r Si t e (SR S ) i s a 32 0 s q u a r e m i l e (2 5 9 0 s q u a r e k i l o m e t e r )
f a c i l i t y o w n e d b y t h e D e p a r t m e n t o f E n e r g y a n d o p e r a t e d b y t h e W e s t i n g h o u s e S a v a n n a h
R i v e r C o m p a n y . T h e f a c i l i t y i s l o c a t e d n e a r A ik e n S . C . (F i gu r e 1 . 1) a n d h a s b e e n
i n v o l v e d i n n u c l e a r p r o d u c t i o n s i n c e 19 50 . F u e l a n d t a r g e t e l e m e n t s t h a t w e r e u s e d i n t h e
n u c l e a r p r o d u c t i o n p r o c e s s w e r e p r o du c e d i n M a r e a . D u r i n g t h e m e t a l s f a b r i c a t i o n
p r o c e s s , m e t a l s w e r e d e gr e a s e d w i t h s o l v e n t s , p ri m ari l y T CE , PC E , a n d 1, 1, 1-
t ri c h l o r o e t h a n e (T C A ) . A n e s t im a t e d 6 m i l l i o n k i l o gr a m s ( 13 m i l l i o n p o u n d s ) o f
c h l o ri n a t e d s o l v e n t s w e r e u s e d b e t w e e n 19 5 2 a n d 19 8 2 . T h e w a s t e s o l v e n t s w e r e d i r e c t e d
t o a s e t t l i n g b a s i n b y w a y o f a s e w e r l i n e . L e a c h i n g f r o m th e s e t t l i n g b a s i n a n d a l e a k i n
t h e s e w e r l i n e h a s l e d t o c o n t a m i n a t i o n o f t h e g r o u n d w a t e r a n d s u b s u r f a c e s e d i m e n t s i n
M - a r e a . T C E c o n t a m i n a t i o n o c c u r r e d p ri m a ri l y a t d e p t h s g r e a t e r t h a n 10 0 f e e t (3 0 . 5
m e t e r s ) . A b o v e 10 0 f e e t (3 0 . 5 m e t e r s ) i s c o n s i d e r e d t o b e t h e u n c o n t a m i n a t e d z o n e . A n
a i r s t ri p p i n g (p u m p a n d t r e a t ) s y s t e m in s t a l l e d a t t h e SR S i n 19 84 h a s s i g n i fi c a n t l y r e d u c e d
t h e a m o u n t o f T C E i n t h e s u b s u r f a c e . T h e r e m o v a l e f f i c i e n c y o f t h e a i r s t ri p p i n g s y s t e m s
d e c r e a s e s d r a s t i c a l l y a s t he T C E c o n c e n t r a t i o n s i n t h e gr o u n d w a t e r a r e r e d u c e d , a n d
r e d u c t i o n o f T C E b e l o w c e r t a i n c o n c e n t r a t i o n l e v e l s a r e d i f f i c u l t . I n a n a t t e m p t t o f u rt h e r
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F i g u r e 1 . 1 L o c a t i o n o f t h e Sa v a n n a h R i v e r S i t e (S R S)
r e d u c e t h e T C E l e v e l s i n t h e gr o u n d w a te r a n d s e d im e n t , i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n w a s
im p l e m e n t e d . M e t h a n e w a s i n j e c t e d i n t o t he s u b s u r f a c e t o s t im u l a t e m e t h a n t r o p h i c
b a c t e r i a , w h i c h a r e k n o w n t o d e gr a de T C E (Wi l s o n e t . a l . , 19 8 5 ; F o g e l e t . a l . , 1 9 86 ; L i t t l e
e t . a l . 19 8 8) . T h i s i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n a t t h e SR S e x a m i n e d t h e e f f e c t s
t h a t v a r i o u s n u t r ie n t c o m b i n a t i o n s h a d o n t h e s u b s u r f a c e m i c r o b i o l o g y a n d t h e f a t e o f
T C E i n t h e s u b s u r f a c e .
A n im p o r t a n t e n d p o i n t o f b i o r e m e d i a t i o n i s t o x i c i t y . T o o o f t e n r e d u c t i o n o r
d i s a p p e a r a n c e o f t h e t a r ge t c o m p o u n d i s t h e o n l y e n d p o i n t e x a m i n e d w i t h o u t c o n s i d e r i n g
t h e b y - p r o d u c t s f o r m e d d u r i n g t h e b i o r e m e d i a t i o n . Wh e n im p l e m e n t in g bi o r e m e d i a t i o n
t h e t a r g e t c o m p o u n d i s i d e a l l y m i n e r a l i z e d t o CO j an d H j O , h o w e v e r , t h i s d o e s n o t a l w a y s
o c c u r . So m e t im e s r e c a l c i t r a n t b y - pr o d u c t s a r e f o r m e d , a n d s o m e t i m e s t he s e b y - p r o d u c t s
a r e m o r e t o x i c t h a n t h e p a r e n t c o m p o u n d .
B i o l o g i c a l t o x i c i t y a s s a y s c a n b e u s e d t o m o n i t o r t h e t o x i c i t y r e m ai n i n g i n t h e
s a m p l e s fr o m s i t e s u n d e r g o i n g r e m e d i a t i o n . T h e t o x i c i t y i s u se d a s a n i n d i c a t i o n o f t h e
h a z a r d s t o h u m a n h e a l t h a n d t h e e n v i r o n m e n t . B a c t e ri a l a s s a y s h a v e s e v e r a l a d v a n t a ge s
o v e r o t h e r b i o l o g i c a l a s s a y s . T h e n u m b er o f b a c t e ri a u s e d i n t o x i c i t y a s s a y s i s q u i t e l a r ge ,
w hi c h i s f a v o r a b l e t o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s . B a c t e ri a a r e a l s o m u c h e a s i e r t o m a i n t a i n t h a n
h i g h e r o r g a n i s m s , w h i c h r e d u c e s c o s t a n d l a b o r . M i c r o t o x ® a n d M u t a t o x ® a r e t w o u s e f u l
b ac t e ri a l t o x i c i t y a s s a y s t h a t a r e g a i n i n g r e c o gn i t i o n . T he M i c r o t o x ® A s sa y u s e s a
l u m i n e s c e n t m a r i n e b a c t e ri a , P h o t o h a c t e r i u m p h o sp h o r e u m t o d e te c t a c u t e t o x i c i t y w h i l e
t h e M u t a t o x ® A s s a y u s e s a d a r k r e v e r t a n t o f a l u m i n e s c e n t b a c t e ri a , V i b r i o fi s c h e r i M 16 9 ,
t o d e t e c t g e n o t o x i c i t y . T h e s e a s s a y s y ie l d r e s u l t s i n a s h o r t a m o u n t o f t im e a n d a t a
r e l a t i v e l y l o w c o s t , a n d a s a r e s u l t t h e y a r e be c o m i n g p o p u l a r t o o l s f o r m o n i t o ri n g t o x i c i t y
i n e n v i r o n m e n t a l s am p l e s .
T h e o bj e c t i v e s o f t h i s r e s e a r c h w e r e t o e v a l u a te w a t e r a n d s u b s u r f a c e s e d im e n t
s a m p l e s c o l l e c t e d d u ri n g a n d a f t e r t h e b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n a t t h e SR S f o r
t o x i c i t y a n d g e n o t o x i c i t y w i t h t he b a c t e ri a l a s s a y s M i c r o t o x
® a n d M u t a t o x ® r e s pe c t i v e l y .
o b s e r v e t r e n d s i n t h e a c u t e t o x i c i t y a n d g e n o t o x i c i t y o v e r t i m e , a n d c o r r e l a t e t h e s e tr e n d s
w i t h o t h e r p a r a m e t e r s c o l l e c t e d d u r i n g t h e d e m o n s t r a t i o n .
n . L I T E R A T U R E R E V I E W
H e a l t h E f f e c t s o f T C E
A c u t e e f f e c t s o f T C E e x p o s u r e a r e m o s t l y t o t h e c e n t r a l n e r v o u s sy s t e m (C N S )
(A T S D R , 19 8 9 ) . D i z z i n e s s , h e a d a c h e , s l e e p i n e s s , s l o w e d r e a c t i o n t im e , a n d f a c i a l
n u m b n e s s h a v e b e e n o b s e r v e d i n p e o p l e e x p o s e d b y T CE b y b o t h i n g e s t i o n a n d in h a l a t i o n
r o u t e s . E f f e c t s h a v e b e e n o b s e r v e d a t e x p o s u r e t o d o s e s a s l o w a s 5 0 p pm i n a i r
(A T SD R , 19 8 9 ) . A t l o w d o se s , CN S e f fe c t s a r e r e v e r s i b l e w h e n e x p o s u r e c e a s e s .
U n c o n s c i o u s n e s s a n d d e a t h c a n r e s u l t f r o m i n g e s t i o n o f v e r y h i gh c o n c e n t r a t i o n s (7 0 0 0
m g/ k g ) (A T S D R , 19 89 ) , h o w e v e r t h e s e c o n c e n t r a t i o n s ar e s e l d o m f o u n d i n t h e
e n v i r o n m e n t .
C h r o n i c e f f e c t s t h a t c a n d e v e l o p a f t e r l o n g e x p o s u r e t o l o w c o n c e n t r a t i o n s o f T CE
i n c l u d e c a r c i n o g e n e s i s a n d t e r a t o g e n e s i s . T C E h a s b e e n s h o w n t o b e c a r c i n o g e n i c i n
s e v e r a l s p e c i e s o f l a b o r a t o r y a n i m a l s (H e n s c h l e r e t . a l . , 19 8 4 ; I n f a n t e , 1 9 8 7 ; F a n , 1 9 8 8 ) ,
a n d c a u s a l i t y be t w e e n T C E e x p o s u r e a n d t h e d e v e l o p m e n t o f l e u k e m i a h a s b e e n s u g g e s t e d
(L a g a k o s e t . a l . , 19 8 6) . S e v e r a l i n d e p e n de n t s t u di e s u s i n g a v i a n a n d r a t m o d e l s h a v e
f o u n d s i g n i fi c a n t i n c r e a s e s i n f e t a l c a r d i a c a b n o r m a l i t i e s i n a n im a l s e x p o s e d t o T C E
(L o b e r e t . a l . , 1 9 8 8 ; D a w s o n e t . a l , 19 9 0 ) . T e r a t o g e n i c e f f e c t s h a v e a l s o b e e n r e p o r t e d t o
o c c u r i n r a b b i t s e x p o s e d t o T CE (M u r r a y e t . a l . , 19 79 ) . A n e p i d e m i o l o g i c a l s t u d y h a s
r e p o r t e d a n i n c r e a s e i n c o n g e n i t a l h e a r t d i s e a s e a m o n g h u m a n s dr i n k i n g w a t e r
c o n t a m i n a t e d w i t h T C E (G o l d b e r g e t . a l . , 19 9 0 ) . H o w e v e r , t h e d r i n k i n g w a t e r c o n t a i n e d
s e v e r a l a d d i t i o n a l c h e m i c a l c o n t a m i n a n t s
,
t h e r e f o r e i t i s n o t c l e a r w h e t h e r T C E
,
a n o t h e r
s u b s t a n c e
,
o r a c o m b i n a t i o n o f t h e s u b s t a n c e s i n t h e w a t e r s u pp l y a r e r e sp o n s i b l e f o r t h e
e f f e c t s o b s e r v e d . A l t h o u g h t h e h e a l t h e f f e c t s o f l o n g
- t e r m e x p o s u r e t o T C E a r e n o t c l e a r ,
a n i m a l d a t a s u g g e s t t h a t T C E e x p o s u r e p r e s e n t s a h e a l t h h a z a r d .
G r o u n d Wa t e r R e m e d i a ti o n of V O Cs
O p t i o n s f o r r e m e di a t in g c o n t am i n a t e d gr o u n d w a t e r i n c l u d e p h y s i c a l , c h e m i c a l ,
a n d b i o l o g i c a l t r e a t m e n t . T h e s e t e c h n o l o g i e s c a n be a p p Ue d e i t h e r e x s i t u o r i n s i t u .
"
P u m p a n d t r e a t
"
, o r e x s i t u r e m e d i a t i o n , i s t h e m o s t c o m m o n t y p e o f t r e a tm e n t . I t i s a
p hy s i c a l p r o c e s s w h i c h i n v o l v e s p u m p i n g t h e g r o u n d w a t e r t o t h e s u r f a c e , r e m o v i n g t h e
c o n t a m i n a n t s , a n d r e t u rn i n g t h e w a t e r t o t h e a q u i f e r . A i r s t r i p p i n g i s a c o m m o n e x s i t u
p h y s i c a l t r e a tm e n t t e c h n o l o gy u s e d t o r e m o v e v o l a t i l e c o m p o u n d s . A h i gh r a t i o o f
c o n t a c t b e t w e e n t h e w a t e r a n d a i r i m p r o v e s t h e p ar t i t i o n i n g o f T C E f r o m w a t e r t o a i r .
T h e a i r m u s t be t r e a t e d a f t e r t h e c o n t a m i n a n t i s s t r i p p e d fr o m t h e w a t e r . A c o m m o n
s e c o n d a r y t r e a t m e n t , o r a i r t r e a t m e n t , i s gr a n u l a r a c t i v a t e d c a r b o n (G A C ) a d s o r p t i o n .
T h e c o n t a m i n a n t i n t h e a i r i s t r a n s f e r r e d t o t h e G A C f U t e r . T h e f i l t e r m u s t be d i s p o s e d o f
a s a h a z a r d o u s w a s t e b e c a u s e t h e c o n t a m i n a n t i s r e g u l a t e d u n d e r t h e R e so u r c e
C o n s e r v a t i o n a n d R e c o v e r y A c t (R C R A ) . A c o m m o n d i s a d v a n t a g e o f bo t h a i r s t r i p p i n g
a n d G A C a d s o r p t i o n i s t h a t t he c o n t a m i n a n t i s t r a n s f e r r e d f r o m o n e m e d i u m t o a n o t h e r
r a t h e r t h a n b e i n g e Um i n a t e d .
U V o x i d a t i o n i s a c h e m i c a l t r e a t m e n t t e c h n o l o g y t h a t d e s t r o y s t h e c o n t a m i n a n t
r a t h e r t h a n t r a n s f e r r i n g i t t o a n o t h e r m e d i u m w h i c h m i g h t p r e s e n t a h a z a r d i n t h e f u t u r e
(N y r e a n d M o r e l l o , 1 9 9 3 ) . T h i s f o r m o f t r e a t m e n t i n v o l v e s e x p o s i n g t he c o n t a m i n a n t t o
u l t r a v i o l e t r a d i a t i o n a n d a n o x i d a n t s u c h a s p e r o x i d e o r o z o n e i n a n a b o v e g r o u n d r e a c t o r .
T h e U V r a d i a t i o n e n h a n c e s t h e o x i d i z i n g p o t e n t i a l o f t h e o x i d a n t s . U V o x i d a t i o n c a n
d e s t r o y u p t o 9 9% o f t h e T CE p r e s e n t , p r o d u c i n g a h a r m l e s s c h l o r i d e i o n a s a n e n d
p r o d u c t (N y r e a n d M o r e l l o , 19 9 3 ) .
O n e m a j o r d i s a d v a n t a ge o f a p u m p a n d t r e a t a p p r o a c h t o c l e a n i n g u p a s i t e i s t h a t
i t i s n e a r l y im p o s s i b l e t o br i n g a l l o f t h e c o n t a m i n a t i o n t o t h e s u r f a c e t o t r e a t . T h e
p r o p e r ti e s o f b o t h t h e s o il a n d c h e m i c a l c o n t a m i n a n t d e t e r m i n e h o w m u c h w i l l b e a b l e t o
b e p u m p e d t o t h e s u r f a c e . W a t e r s o l u b i l it y , a d s o r p ti o n , a n d d i f f u s i o n r a t e s o f t h e c h e m i c a l
c o n t a m i n a n t
,
a s w e l l a s t h e g e o l o g i c c o mp o s i t i o n o f t h e s u b s u r f a c e , a r e f a c t o r s i n
d e te r m i n i n g w he t h e r t h e c o m p o u n d w iU b e e a s i l y p u m p e d t o t h e s u r f a c e f o r t r e a tm e n t .
I n s i t u r e m e d i a ti o n c i r c u m v e n t s s o m e p r o b l e m s f a c e d w i t h p u m p a n d t r e a t
t e c h n o l o gi e s a n d i s m u c h m o r e c o s t e f f e c ti v e . V a p o r e x t r a c ti o n i s a p h y s i c a l t r e a t m e n t
a n a l o g o u s t o a i r s t r i p p i n g b u t o c c u r s i n t h e s u b s u r f a c e . A i r i s p u m p e d i n t o t he v a d o s e
z o n e
,
w h i c h c a u s e s v o l a ti l e c o m p o u n d s t o p a r ti ti o n f r o m t h e w a t e r p h a s e t o t h e a i r p h a s e .
A d i s a d v a n t a g e o f t h i s a p p r o a c h i s t h a t s e c o n d a r y t r e a t m e n t f o r t h e a i r i n t o w h i c h t h e
c o n t a m i n a n t s p a r t i ti o n e d i s r e qu i r e d . B i o l o g i c a l i n s i t u r e m e d i a ti o n i s a t r e a t m e n t
t e c h n o l o gy t h a t i s s p a r k i n g a l o t o f i n te r e s t a n d r e s e a r c h . A n a d v a n t a ge o f b i o r e m e d i a t i o n
i s t h a t t h e c o n t a m i n a n t i s e l im i n a t e d r a t h e r t h a n be i n g t r a n s f e r r e d f r o m o n e m e d i u m t o
a n o t he r . N u t r i e n t s a n d c o m p o u n d s s e r v i n g a s e l e c t r o n a c c e p t o r s c a n b e p u m p e d i n t o t h e
g r o u n d w a t e r t o s ti m u l a t e t h e n a ti v e b a c t e r i a , o r f o r e i g n b a c t e r i a c a n b e a d d e d a l o n g w i t h
t h e n u t r i e n t s t o d e gr a d e t h e c o n t a m i n a n t . Sti m u l a t i n g t h e n a ti v e m i c r o o r ga n i s m s i s
p r e f e r r e d b e c a u s e fo r e i g n m i c r o o r g a n i s m s d o n o t c o m p e t e w e l l w i t h n a t i v e c o n s o r ti a .
M i c r o b i a l D e g r a da ti o n o f T C E
M e t h a n o g e n s
M e t h a n o g e n s a r e a gr o u p o f a n a e r o b i c ba c t e r i a t h a t a r e p a rt o f a c o n s o r ti a a b l e t o
t r a n s f o r m T C E i n t o o t h e r c o m p o u n d s . D u r i n g n a t u r a l m e t a b o l i s m , m e t h a n o g e n s u s e H 2
o r a s i m p l e o r g a n i c c o m p o u n d a s a n e l e c t r o n d o n o r a n d C O j a s a n e l e c t r o n a c c e p t o r , a n d
p r o d u c e m e t h a n e a s a b y - p r o d u c t . I n t h e p r e s e n c e o f T C E , m e t h a n o g e n s c a n u s e T C E
r a t h e r t h a n C O 2 a s a n e l e c t r o n a c c e p t o r i n a p r o c e s s k n o w n a s r e d u c ti v e d e h a l o g e n a ti o n .
R e d u c ti v e d e h a l o g e n a ti o n b y m e t h a n o g e n s o c c u r s a m o n g m a n y h a l o ge n a t e d h y d r o c a r b o n s
a n d i s w e l l d o c u m e n t e d .
Wh e n a h a l o ge n a t e d h y d r o c a r b o n i s u s e d a s a n e l e c t r o n a c c e p t o r , a h a l o g e n i s
r e m o v e d a n d r e p l a c e d w i t h a h y dr o g e n . C o m p o u n d s w i t h l o w h a l o g e n
- c a r b o n b o n d
e n e r g i e s a r e m o r e l i k e l y t o b e u s e d a s e l e c t r o n a c c e p t o r s by m e t h a n o g e n s t h a n c o m p o u n d s
w i t h hi g h h a l o ge n - c a r b o n bo n d e n e r g i e s be c a u s e w e a k b o n d s a r e m o r e e a s i l y b r o k e n b y
t h e o r g a n i s m s (V o g e l e t . a l . , 19 8 7 ) . I n ge n e r a l , t h e m o s t h i gh l y h a l o g e n a t e d c o m p o u n d s
w i t h i n a g r o u p h a v e l o w e r c a r b o n - h a l o g e n b o n d e n e r g i e s a n d a r e m o r e l i k e l y t o b e u s e d a s
e l e c t r o n a c c e p t o r s t h a n c o m p o u n d s w i t h f e w e r h a l o g e n s . T h e c h l o r i n a t e d e t h y l e n e s a r e a n
e x a m p l e o f a gr o u p o f c o m p o u n d s t h a t u n d e r g o r e du c t i v e d e c h l o r i n a t i o n b y m e t h a n o ge n s
(F i g u r e 2 . 1) . O f t h e c hl o r i n a t e d e t h y l e n e s , t e t r a c h l o r o e t h y l e n e (P C E ) i s t h e c o m p o u n d
m o s t e a s i l y r e d u c e d b y m e t h a n o g e n s b e c a u s e o f i t s f o u r c hl o ri n e s a n d th e r e l a t i v e l y w e a k
c a r b o n - c h l o ri n e b o n d e n e r g i e s . M e t h a n o g e n s a r e k n o w n t o r e d u c e P C E t o T C E , a n d
r e d u c e T C E t o d i c h l o r o e t h y l e n e (D C E ) . 1 , 2 - D C E h a s b e e n s h o w n t o b e t h e p r e d o m i n a n t
i s o m e r f o r m e d (K l e o p fe r e t . a l . , 1 9 85 ) . D CE i s m o r e r e s i s t a n t t o d e c h l o ri n a t i o n b e c a u s e
t h e b o n d e n e r g i e s a r e s t r o n g e r , b u t h a s b e e n r e p o r t e d t o b e r e d u c e d t o v i n y l c h l o ri d e (V C )
(V o g e l a n d M c C a r t y , 19 85 ; B a r ri o - L a g e e t . a l . , 1 9 8 7 ; B a e k a n d J a f f e , 1 9 8 9 ; S e w e l l e t . a l .
19 9 1) . V C h a s a v e r y s t r o n g c ar b o n - c h l o ri d e b o n d e n e r gy , w i t h o n l y o n e c h l o ri d e , an d
t e n d s t o be r e s i s t a n t t o m e t h a n o g e n i c d e g r a d a t i o n . V C i s t h e m o s t t o x i c o f t h e c h l o ri n a t e d
e t h y l e n e s a n d i s a k n o w n a n im a l a n d h u m a n c a r c i n o g e n (M a l t i n i a n d L e f e m i n e , 1 9 7 4 ) .
B o t h D C E a n d V C h a v e b e e n r e p o r t e d a s t h e f i n a l p r o d u c t o f P C E r e d u c t i o n b y
m e t h a n o g e n s (K l e o p f e r e t . a l . , 19 8 5 ; Sc h o l z - M u r a m a t s u e t . a l . , 19 9 0 ; G i b s o n a n d S e w e l l ,
1 9 9 0 ; S e w e l l a n d G i b s o n , 1 9 9 0 ; Se w e l l e t . a l . , 1 9 9 1 ; V o g e l a n d M c C a r t y , 1 9 8 5 ; B a r ri o -
L a g e e t . a l . , 19 86 ; B a r ri o - L a ge e t . a l . , 19 8 7 ; B a e k an d Ja f f e , 19 8 9 ; S e w e U e t . a l . , 19 9 1) .
T h e fi n a l p r o du c t m i gh t b e d e t e r m i n e d b y t he a v a i l a b i l i t y o f e l e c t r o n d o n o r s . M ix e d
m e t h a n o g e n i c c u l t u r e s m i g h t i n c l u d e f e r m e n t i n g b a c t e ri a w h i c h p r o d u c e H j , a n e l e c t r o n
d o n o r , f o r t h e m e t h a n o g e n s . Sy s t e m s t h a t h a v e a n a b u n d a n c e o f H 2 m i gh t b e m o r e Uk e l y
t o r e d u c e T C E fu r t h e r t h a n s y s t e m s w i t h a l i m i t e d s u p p l y o f H j (B a e k a n d Ja f f e , 19 89 ) .
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F i g u r e 2 . 1 . R e d u c t i v e d e c h l o r i n a t i o n o f T C E b y m e t h a n o g e n s .
1 1
T h e f a t e o f V C i n a n a e r o b i c c o n d i t i o n s g e n e r a l l y s e e m s t o b e a c c u m u l a t i o n . U n d e r
c e r t a i n c o n d i t i o n s , h o w e v e r , V C i s m i n e r a l i z e d i n t o i n n o c u o u s p r o d u c t s . E t h y l e n e ,
c h l o r o e t h a n e , c h l o r o m e t h a n e , m e t h a n e , a n d CO j h a v e b e e n r e p o r t e d a s V C t r a n s f o r m a t i o n
p r o d u c t s (B o u w e r a n d M c C a r t y , 1 9 8 2 ; F r e e d m a n a n d G o s s e t t , 1 9 8 9 ; V o g e l a n d
M c C a r t y , 1 9 8 5 ; B a r r i o - L a g e e t . a l , 1 9 86 ; B a r r i o - L a g e e t . a l . , 1 9 9 0 ) . E t h y l e n e w a s
f o r m e d b y t h e r e d u c t i v e d e c h l o r i n a t i o n o f V C (F r e e d m a n a n d G o s s e t t , 1 9 8 9 ; B a r r i o - L a g e
e t . a l . , 1 9 9 0 ) , w h i c h w a s t h e n m i n e r a l i z e d t o f o r m C O j (V o g e l a n d M c C a r t y , 1 9 8 5 ;
F r e e d m a n a n d G o s s e t t , 1 9 8 9 ) . T h e m e c h a n i s m s by w h i c h c h l o r o m e t h a n e a n d
c h l o r o e t h a n e w e r e p r o d u c e d a r e u n c l e a r . C h l o r o m e t h a n e c o u l d b e p r e c e d e d by t h e
c h l o r o e t h a n e , a n d c h l o r o e t h a n e c o u l d b e f o r m e d b y t h e h y d r o g e n a t i o n o f V C . P e r h a p s
c e r t a i n c o n d i t i o n s e n c o u r a g e th e br e a k d o w n o f V C i n t o c h l o r o e t h a n e . B a e k a n d Ja f f e
( 19 8 9 ) s u g g e s t e d t h a t a n a b u n d a n c e o f f e r m e n t o r s p r e s e n t i n t h e d e g r a d a t i o n c u l t u r e
w o u l d s u p p l y a m p l e H j t o c a u s e t h e h y d r o g e n a t i o n o f V C .
T h e r e c a l c i t r a n t p r o d u c t s f o r m e d b y r e d u c t i v e d e h a l o g e n a t i o n o f T C E (D C E a n d
V C ) a r e e a s i l y d e gr a d e d b y s o m e a e r o b i c o r g a n i s m s . O n e a p p r o a c h o f ta k i n g a d v a n t a ge
o f t h e d e gr a d a t i v e a b i l i t i e s o f m e t h a n o g e n s i s t o f o l l o w a n a e r o b i c t r e a tm e n t w i t h a e r o b i c
t r e a t m e n t . T h i s i s fe a s i b l e i n a n a b o v e gr o u n d r e a c t o r , h o w e v e r i s d i f f i c u l t t o a p p l y i n s i t u .
I n s i t u m e t h a n o g e n i c b i o r e m e d i a t i o n w a s te s t e d a t a n E P A d e m o n s t r a t i o n s i t e t o
d e t e r m i n e i t s e f f e c t i v e n e s s a n d p r a c t i c a b i U t y . C l a i m s o f s u c c e s s m a r k e d b y r e m o v a l o f
P CE a n d T C E b y r e d u c t i v e de c h l o r i n a t i o n a n d c o s t e f f e c t i v e n e s s a r e t a i n t e d b y t h e f a c t
t h a t V C l e v e l s w e r e n o t m o n i t o r e d . P C E , T C E , a n d c i s - D C E w e r e m o n i t o r e d f o r a n d
f o u n d t o s e q u e n t i a l l y i n c r e a s e a n d d e c r e a s e , w h i c h m i gh t in d i c a t e t h a t r e d u c t i v e
d e c h l o r i n a t i o n w a s o c c u r r i n g (S e w e l l e t . a l . , 19 9 0 ) . T h e f a c t t h a t V C w a s n o t m o n i t o r e d
a t t h e s i t e i s a m a j o r f l a w i n t h e s t u d y , a n d l e a v e s s o m e q u e s t i o n a s t o w he t h e r o r n o t t h e
s i t e h a d a c t u a l l y be e n
"
c l e a n e d u p
"
.
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A r o m a t i c o x i d i z e r s
A gr o u p o f b a c t e r i a t h a t o x i di z e t o l u e n e a n d o th e r ar o m a t i c c o m p o u n d s h a v e b e e n
sh o w n t o c o m e t a b o l i c a l l y d e g r a d e m a n y n o n
- a r o m a t i c c o m p o u n d s , i n c l u di n g T CE . T hr e e
di f f e r e n t s p e c i e s o f b a c t e ri a ; P s e u d o m o n a s p u t i d a s t r a i n s F l a n d B 5 , P s e u d o m o n a s
c e p a c i a G 4 , a n d P s e u d o m o n a s m e n d o c i n a , h a v e b e e n f o u n d t o d e gr a d e T C E w h e n
i n d u c e d b y a n a r o m a t i c gr o w t h s u b s t r a t e , f o r e x a m p l e t o l u e n e . E a c h o f t h e o r g a n i s m s h a s
a u n i qu e e n z y m e s y s t e m t o c a r r y o u t t h e o x i da t i o n o f t h e s e c o m p o u n d s .
A l l o f t he s e b a c t e ri a t r a n s f o r m t o l u e n e t o a c a t e c h o l , b u t b y d if f e r e n t p a t h w a y s a n d
w i t h d i f f e r e n t e n z y m e s . P . p u t i da F l a n d B 5 , w h i c h a r e i n d u c e d b y t o l u e n e a n d p h e n o l ,
h a v e b e e n s h o w n t o o x i d i z e to l u e n e t o 3 - m e t h y l - c a t e c h o l (F i gu r e 2 . 2 ) . E x p e ri m e n t s w i t h
m u t a n t s d e f i c i e n t i n e i t h e r t o l u e n e di o x y g e n a s e , d i h y dr o d i o l de h y dr o ge n a s e , o r c a t e c h o l -
2 , 3 - di o x y g e n a s e i d e n t i f i e d t o l u e n e d i o x y g e n a s e a s t h e e n z y m e n e c e s s a r y f o r T C E
d e g r a d a t i o n (N e l s o n e t . a l . , 1 9 8 8) . T o l u e n e d i o x y g e n a s e w a s c o n f i r m e d a s t h e e n z y m e
r e s p o n s i b l e f o r T C E d e g r a d a t i o n b y p l a c i n g t h e s t r u c t u r a l ge n e o f t o l u e n e di o x y g e n a s e i n
E s c h e r i c h i a c o l i JM 10 9 (p D T G 6 0 1) (Z y l s t r a e t . a l . , 19 89 ) . P . c e p a c i a G 4 , i n d u c i b le w i t h
t o l u e n e
, p h e n o l , a n d c r e s o l , h a s a l s o b e e n f o u n d t o o x i d i z e t o l u e n e t o 3 - m e t h y l - c a t e c h o l
b y t h e p a t h w a y s h o w n i n F i g u r e 2 . 3 (N e l s o n e t . a l . , 1 9 86 ; N e l s o n e t . a l . , 1 9 8 7 ) . T o l u e n e
i s m e t a b o l i z e d b y t w o s u c c e s s i v e m o n o o x y g e n a t i o n s , f u
-
s t a t t h e o r t h o p o s i t i o n t o f o r m o -
c r e s o l a n d th e n a t t h e m e t a p o s i t i o n t o y i e l d 3 - m e t hy l - c a t e c h o l (Sh i e l d s e t . a l . , 19 8 9 ) .
B a c t e ri a l m u t a n t s o f G 4 d e f i c i e n t i n o r / / i o - m o n o o x y ge n a s e , c a t e c h o l - 2 , 3- d i o x y ge n a s e , a n d
a h y dr o l a s e w e r e t e s t e d f o r t h e i r a b iUt y t o o x i di z e T C E . O r ^/ i o - m o n o o x y g e n a s e w a s
f o u n d t o b e r e s p o n s i b l e f o r o x i d a t i o n o f T CE , a s m u t a n t s l a c k i n g t h i s e n z y m e d i d n o t
d e g r a d e T CE w h e r e a s t h e m u t a n t s l a c k i n g t h e o t h e r e n z y m e s d i d (Sh i e l d s e t . a l . , 1 9 9 1) .
P . m e n d o c i n a a l s o o x i d i z e s t o l u e n e by t w o s u c c e s s i v e m o n o o x y g e n a t i o n s , a t t h e p a r a
p o s i t i o n a n d t h e n a t t h e m e t a p o s i t i o n t o p r o d u c e 4 - m e t h y l - c a t e c h o l (Sh i e l d s e t . a l . , 19 9 1)
(F i g u r e 2 . 4 ) . P . m e n d o c i n a m u t a n t s de f i c i e n t i n t h e t o l u e n e p a ra - m o n o o x y ge n a s e e n z y m e
w e r e n o t a b l e t o de g r a d e T CE , i m p l i c a t i n g p a ra - m o n o o x y ge n a s e a s t h e e n z y m e
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F i g u r e 2 . 2 . T o l u e n e d e g r a d a t i o n p a t h w a y o f F . p u ti d a F l a n d B 5 . ( 1 ) t o l u e n e
d i o x y g e n a s e , (2 ) c « - d i h yd r o d i o l d e h y dr o g e n a s e , (3 ) c a t e c h o l - 2 , 3 - d i o x y g e n a s e .
T o l u e n e d i o x y g e n a s e i s a n e n z y m e o f br o a d s u b s t r a t e s p e c i f i c i t y t h a t i s a b l e t o
c o m e t a b o l i c a l l y de gr a d e T C E .
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F i g u r e 2 . 3 . T o l u e n e d e g r a d a t i o n p a t h w a y o f P . c e p a c i a G 4 . ( 1 ) o - m o n o o x y g e n a s e ,
(2 ) m - m o n o o x y g e n a s e , (3) c a t e c h o l - 2 , 3 - d i o x y g e n a s e . o - m o n o o x y g e n a s e i s a n e n z y m e
o f b r o a d s u b s t r a t e s p e c i f i c i ty t h a t i s a b l e t o c o m e t a b o l i c a l l y de g r a d e T CE .
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F i gu r e 2 . 4 . T o l u e n e d e g r a d a t i o n p a t h w a y o f P . m e n d o c i n a . ( l ) ; ? - m o n o o x y g e n a s e ,
(2 ) m - m o n o o x y ge n a s e . p - m o n o o x y ge n a s e i s a n e n z ym e o f b r o a d s u b s t r a t e s p e c i fi c i t y
t h a t i s a b l e t o c o m e t a b o l i c a l l y d e gr a d e T C E .
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r e sp o n s i b l e f o r T C E d e g r a d a t i o n . T h i s w a s c o n f i r m e d b y a r e c o m b i n a n t E . c o l i c o n t a i n i n g
t h e p a r a - m o n o o x y g e n a s e ge n e (W i n t e r e t . a l . , 19 8 9 ) . T o l u e n e a n d c r e s o l h a v e b e e n
s h o w n t o i n d u c e P . m e n d o c i n a . I t s e e m s t h a t a c o mm o n c h a r a c t e r i s t i c a m o n g t h e
a r o m a t i c o x i di z e r s t h a t c o m e t a b o l i z e T C E i s t h e a b iU t y t o i n s e r t a n o x y g e n o n t o t h e
a r o m a t i c p a r t o f t h e c o m p o u n d . A g r o u p o f b a c t e r i a t h a t d e g r a d e t o l u e n e b y a d i f f e r e n t
p a t h w a y , w h i c h in v o l v e s t h e h y d r o x y l a t i o n o f t h e m e t h y l g r o u p , w e r e n o t o b s e r v e d t o
t r a n s f o r m T C E ( Sh i e l d s e t . a l . , 19 9 1) .
A l l o f t h e s e b a c t e r i a h a v e be e n s h o w n t o c o m p l e t e l y t r a n s f o r m T C E in l a b o r a t o r y
e x p e r i m e n t s . P . c e p a c i a G 4 a n d P . m e n d o c i n a h a v e be e n o b s e r v e d t o t r a n s f o r m 6 0% a n d
4 5% o f r a d i o l a b e l e d T CE t o C O 2 , r e sp e c t i v e l y (Wa c k e t t a n d G i b s o n , 19 8 8 ; N e l s o n e t . a l . ,
1 9 8 6 ; W i n t e r e t . a l . , 19 8 9) . T h e w a t e r - s o l u b l e t r a n s f o r m a t i o n p r o d u c t s f o r m e d d u r i n g t h e
o x i d a t i o n o f T C E h a v e n o t be e n e x a m i n e d v e r y t h o r o u g h l y . P . p u t i da F l a n d P .
m e n do c i n a a r e b e l i e v e d t o p r o d u c e f o r m i c a c i d a n d g l y o x y l i c a c i d i n t he pr o c e s s o f
d e g r a d i n g T C E (W a c k e t t a n d H o u s e h o l de r , 19 8 9 ; W i n t e r e t . a l . , 19 8 9 ) . D e c r e a s e s i n
gr o w t h r a t e o v e r t im e h a v e b e e n o b s e r v e d , w h i c h m i g h t b e d u e t o t o x i c m e t a b o l i te s
(Z y l s t r a e t . a l , 1 9 8 9 ; W i n t e r e t . a l . , 1 9 89 ) . M o r e r e s e a r c h i s n e e d e d t o i d e n t i f y t h e
p a t h w a y o f T CE d e gr a d a t i o n a n d t h e c a u s e o f t o x i c i t y .
T h e a b i l i t y o f t h e s e m i c r o o r g a n i s m s t o t r a n s f o r m T C E h a s gr e a t p o t e n t i a l f o r
b i o r e m e d i a t i o n . P . c ep a c i a G 4 h a s b e e n u s e d s u c c e s s f u l l y i n i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n o f
T C E . A p i l o t s t u d y b y E C O V A I n c . fo u n d t h a t T CE c o n c e n t r a t i o n s s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e
i n a s h o r t p e r i o d o f t im e i n t h e p r e s e n c e o f s t r a i n G 4 . W a t e r , o x y g e n , n u t r i e n t s , a n d s t r a i n
G 4 w e r e i n j e c t e d i n t o t h e c o n t a m i n a t e d a r e a . A n in i t i a l h i gh v a l u e o f 3 0 0 0 \x gl L o f T C E
w a s r e d u c e d t o a m e a n c o n c e n t r a t i o n o f 7 8 p g/ L w i t h i n t e n d a y s (N e l s o n e t . a l . , 1 9 9 0 )
E C O V A I n c . i s c u r r e n t l y m a r k e t i n g t h i s b i o t e c h n o l o g y t o c l e a n u p T C E c o n t a m i n a t e d
s i t e s . T CE m a y h a v e d i s a pp e a r e d f r o m th e c o n t a m i n a t e d s i t e s , h o w e v e r w i t h o u t
i n f o r m a t i o n o n T CE t r a n s f o r m a t i o n p r o d u c t s o r t o x i c i t y m o n i t o r i n g a t t h e s i t e s , i t i s
u n c l e a r w h e t h e r t h e s i t e h a s be c o m e m o r e s a fe f o r h u m a n h e a l t h a n d t h e e n v i r o n m e n t .
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M e t h a n e o x i d i z e r s
M e t h a n o t r o p h s , a g r o u p o f a e r o b i c b a c t e r i a , u t il i z e m e t h a n e a s a s o l e c a r b o n a n d
e n e r g y s o u r c e t o p r o d u c e m e t h a n o l a n d C O j a s b y - p r o d u c t s o f m e t h a n e o x i d a t i o n . T C E
a s w e l l a s m a n y o t h e r c o m p o u n d s h a v e b e e n o b se r v e d t o b e o x i d i z e d b y m e t h a n o t r o p h s ,
h o w e v e r i t i s b y f o r t u i t o u s o x i d a t i o n a n d t h e b a c t e r i a d o n o t o b t a i n e n e r g y fr o m t h e
r e a c t i o n .
M e t h a n e i s o x i d i z e d by t h e e n z y m e m e t h a n e m o n o o x y ge n a s e (M M O ). M M O i s
r e sp o n s i b l e f o r o x i d i z i n g m a n y o t h e r c o m p o u n d s , i n c l u d i n g T CE . T w o t y p e s o f M M O
e x i s t , p a r t i c u l a t e M M O (pM M O ) a n d s o l u bl e M M O (sM M O ). A l l m e t h a n o t r o p h s h a v e
pM M O , w h i c h h a s a h i gh s pe c i f i c i t y , b u t o n l y c e r t a i n gr o u p s o f m e t h a n o t r o p h s h a v e
s M M O , w h i c h h a s a m u c h l o w e r , o r b r o a d e r s p e c i f i c it y (O l d e n h u i s e t a l . 19 8 9 ) . I t h a s
b e e n s h o w n t h a t sM M O i s r e s p o n s i b l e f o r t h e f o r t u i t o u s o x i d a t i o n o f T C E . sM M O i s
e x p r e s s e d w h e n g r o w n u n d e r c o p p e r l im i t e d c o n d i t i o n s , c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 2 5 pM o r
l e s s . T C E d e g r a d a t i o n i s gr e a t e s t a t l o w c o p p e r c o n c e n t r a t i o n s , i n d i c a t i n g t h a t sM M O
p l a y s a r o l e i n t r a n s f o r m i n g T C E . Se v e r a l i n d e p e n d e n t i n v e s t i g a t o r s h a v e r e p o r t e d T C E
o x i d a t i o n r a t e s t ha t c o r r e l a t e d w i t h sM M O p r o d u c t i o n s (O l d e n h u i s e t . a l . , 19 8 9 ; T s i e n e t .
a l . , 19 8 9 ) .
T C E d e g r a d a t i o n i s c a t a l y z e d b y M M O t o fo r m T CE e p o x i d e a n d c h l o r a l h y dr a t e
(L i t t l e e t . a l . , 19 8 8; N e w m a n a n d W a c k e t t , 19 9 1) (F i g u r e 2 . 5 ) . T C E e p o x i d e i s b y f a r t h e
m a j o r c o m p o u n d f o r m e d . A s m u c h a s 16% o f T CE h a s b e e n o b s e r v e d t o t r a n s f o r m i n t o
c h l o r a l h y d r a t e , h o w e v e r l e s s t r a n s f o r m a t i o n h a s o f t e n b e e n r e p o r t e d (N e w m a n a n d
W a c k e t t , 1 9 9 1) . D i c h l o r o a c e t i c a c i d , g l y o x y l i c a c i d , f o r m a t e , c a r b o n m o n o x i d e ,
t r i c hl o r o e t h a n o l , a n d t r i c hl o r o a c e t i c a c i d h a v e be e n f o u n d i n T C E d e g r a d a t i o n
e x p e r i m e n t s w i t h p u r e m e t h a n o t r o p h i c c u l t u r e s a n d / o r p u r e M M O (L i t t l e e t . a l . , 1 9 8 8 ;
O l d e n h u i s e t . a l . , 19 8 9 , F o x e t . a l . 19 9 0 ; N e w m a n a n d Wa c k e t t , 1 9 9 1; U c h i y a m a e t . a l . ,
1 9 9 2 ) (F i g u r e 2 . 5 ) . D i c h l o r o a c e t i c a c i d , g l y o x y l i c a c i d , c a r b o n m o n o x i de a n d f o r m a t e ar e
b e h a v e d t o b e f o r m e d f r o m t h e br e a k d o w n o f T CE e p o x i d e b y m e t h a n o t r o p h s (L i t ti e e t .
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F i g u r e 2 . 5 . P o s s i b l e p a t h w a y s o f T C E d e g r a d a t i o n b y m e t h a n o t r o p h i c c u l t u r e s . (1 ) p r o d u c t s o b s e r v e d w i t h p u r e
m e t h a n o t r o p h i c c u l t u r e s , (2 ) p r o d u c t s o b s e r v e d w i t h m i x e d c u l t u r e s i n a m e t h a n e e n v i r o n m e n t , (3 ) p r o d u c t s o b s e r v e d
w i t h p u r e sM M O . O v
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a l . , 1 9 8 8 ; F o x e t a l . , 1 9 9 0 ) . T r i c h l o r o a c e t i c a c i d a n d t ri c h l o r o e t h a n o l a r e t h o u g h t t o b e
f o r m e d f r o m t h e t r a n s f o r m a t i o n o f c h l o r a l h y d r a t e by m e t h a n o t r o p h s (N e w m a n a n d
W a c k e t t , 1 9 9 1 ) (F i g u r e 2 . 5 ) .
C o m p l e t e d i s a p p e a r a n c e o f T CE h a s o c c u r r e d i n i n c u b a t i o n s w i t h b o t h p u r e a n d
m i x e d c u l t u r e s , h o w e v e r , m o r e c o m p l e t e m i n e r a l i z a t i o n o c c u r r e d w i t h m i x e d c u l t u r e
i n c u b a t i o n s (F o g e l e t . a l , 1 9 8 6 ; B a r r i o - L a g e e t . a l . , 1 9 8 8 ; F l i e r m a n s e t . a l . , 1 9 8 8 ;
O l d e n h u i s e t . a l . , 1 9 8 9) . T w o i n d e p e n d e n t s t u d i e s t h a t h a v e e x a m i n e d T C E m i n e r a l i z a t i o n
i n b o t h m i x e d a n d p u r e m e t h a n o t r o p hi c c u l t u r e s h a v e b o t h f o u n d t h a t m o r e m i n e r a l i z a t i o n
o c c u r s b y m i x e d c u l t u r e s . L i t t l e e t . a l . ( 19 8 8) f o u n d t h a t m i x e d c u l t u r e s t r a n s f o r m e d 2 5 -
3 5% m o r e o f t h e r a d i o l a be l e d T CE t o C O 2 , a n d a b o u t 4 0% l e s s o f t h e r a d i o l a b e l t o t h e
w a t e r s o l u b l e fr a c t i o n t h a n d i d p u r e c u l t u r e s . U c hi y a m a e t . a l . (19 9 2 ) f o u n d t h a t t h e
m i x e d c u l t u r e s c o n v e r t e d 2 0% m o r e o f t h e T C E t o C O j , a n d 2 0 % l e s s t o t h e w a t e r p h a s e
t h a n p u r e c u l t u r e s . T h e s e r e s u l t s p r o v i d e g o o d e v i d e n c e t h a t o r g a n i s m s o t h e r t h a n
m e t h a n o t r o p h s , pr o b a b l y h e t e r o t r o p h i c ba c t e r i a , a r e r e s p o n s i b l e f o r a s i gn i f i c a n t
p e r c e n t a ge o f t h e T C E m i n e r a li z e d t o CO j .
T o x i c e f f e c t s , i n d ic a t e d b y a d e c r e a s e i n t h e o x i d a t i o n r a t e s o f m e t h a n e , T C E ,
a n d/ o r f o r m a t e o v e r t im e , h a v e b e e n o b se r v e d w i t h m e t h a n o t r o p h i c d e gr a d a t i o n o f T CE
(B r o h o l m e t . a l . , 1 9 9 0 ; O l d e n h u i s e t . a l . , 1 9 8 9 ; O l de n h u i s e t . a l . , 19 9 1; a n d A l v a r e z - C o h e n
a n d M c C a r t y , 19 9 1 ) . P o s s i b l e c a u s e s o f t h i s t o x i c i t y i n c l u d e (1) c o m p e t i t i v e i n h i b i t i o n o f
T C E w i t h m e t h a n e
, (2 ) d e c r e a s e d r e d u c t a n t s u p p l y , (3 ) T C E , o r (4 ) T C E t r a n s f o r m a t i o n
p r o d u c t s (A l v a r e z - C o h e n a n d M c C a r t y , 19 9 1) . A l l p l a y a r o l e i n c a u s i n g d e c r e a s e d
o x i d a t i o n r a t e s , b u t a c c u m u l a t i o n o f T C E t r a n s f o r m a t i o n pr o d u c t s i s t h e m aj o r c a u s e o f
t o x i c i t y . M e th a n o t r o p h s ge n e r a t e N A D H d u r i n g t he o x i d a t i o n o f m e t h a n e , b u t d o n o t
r e g e n e r a t e r e d u c i n g s u p p l i e s d u r i n g t h e f o r t u i t o u s o x i d a t i o n o f T C E . E v e n w h e n a m p l e
r e d u c t a n t i s a v a i l a b l e t o t he o r g a n i s m s T C E o x i d a t i o n r a t e s d e c r e a s e o v e r t i m e (A l v a r e z -
C o he n a n d M c C a r t y , 19 9 1) . C o m p e t i t i v e i n hi b i t i o n o f T C E a n d m e t h a n e h a s b e e n s h o w n
t o c a u s e d e c r e a s e s i n m e t h a n e o x i d a t i o n r a t e s (B r o h o l m e t . a l . , 1 9 9 0 ) , h o w e v e r , d e c r e a s e s
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i n T C E o x i d a ti o n r a t e s o c c u r e v e n i n t h e a b s e n c e o f m e t h a n e (A l v a r e z - C o h e n a n d
M c C a r t y , 19 9 1) . A l v a r e z - C o h e n a n d M c C a r t y ( 19 9 1) o b t a i n e d e v i d e n c e t h a t t o x i c e f f e c t s
w e r e c a u s e d i n p a r t b y T C E m e t a b o l i t e s . T he y m e a s u r e d f o r m a t e o x i d a t i o n r a t e s o f c e l l s
t h a t h a s p r e v i o u s l y d e gr a d e d T C E a n d c e l l s t h a t h a d n o t . A l l T C E a n d C O j w e r e r e m o v e d
f r o m b o t h i n c u b a t i o n s a n d f o r m a t e w a s a dd e d . T h e o x id a ti o n r a t e s o f t h e c e l l s t h a t
p r e v i o u s l y d e gr a d e d T C E w e r e m u c h l e s s t h a n t h e o x i d a t i o n r a t e s o f t h e c e l l s t h a t h a d n o t .
T C E b r e a k d o w n p r o d u c t s i n t h e i n c u b a ti o n m a t r i x o f t h e c e l l s t h a t h a d p r e v i o u s l y
d e g r a d e d T C E a r e b e l i e v e d t o b e r e s p o n s i b l e f o r t hi s t o x i c e f f e c t . A h y p o t he s i s f o r t h e
m e c h a n i s m o f t o x i c i t y i s t h a t t h e T CE m e t a b o Ut e s c o v a l e n ti y b i n d t o t h e h y d r o x y l a s e
c o m p o n e n t o f s MM O a n d c a u s e i n a c ti v a t i o n (O l d e n h u i s e t . a l . , 19 9 1) . T h e f a t e o f t h e
d e g r a d a ti o n b y - p r o d u c t s i s i m p o r t a n t i n bi o r e m e d i a t i o n , a n d c a r e f u l m o n i t o r i n g m u s t b e
im p l e m e n t e d t o a s s u r e t h a t i f t o x i c b y - p r o d u c t s a r e f o r m e d t h a t t h e y d o n o t p e r s i s t .
D i c h l o r o a c e t i c a c i d
,
t r i c h l o r o a c e ti c a c i d , a n d c h l o r a l h yd r a t e a r e t h e m o s t t o x i c
c o m p o u n d s f o r m e d d u r i n g t h e d e g r a d a t i o n o f T C E b y m e t h a n o t r o p h s . D C A a n d T C A a r e
d e m o n s t r a t e d c a r c i n o g e n s (H e r r e n - F r e u n d e t . a l . , 19 8 7 ), a n d c h l o r a l h y dr a t e i s a k n o w n
m u t a g e n (C r e b e l l i e t . a l . , 1 9 8 5 ) . T h e s e c o mp o u n d s , w h i c h c a n n o t b e t r a n s f o r m e d b y
m e t h a n o t r o p h s , a c c u m u l a t e i n p u r e m e t h a n o t r o p h i c i n c u b a ti o n s a n d a r e pr o b a b l y
r e s p o n s i b l e f o r c a u s i n g d e c r e a s e s i n o x i d a t i o n r a t e s . I n m i x e d c u l t u r e s , h o w e v e r , t h e s e
c o m p o u n d s a r e e a s i l y de g r a d e d . T h i s w o u l d e x p l a i n t h e o b se r v a ti o n t h a t m o r e C O j a n d
l e s s w a t e r - s o l u b l e p r o d u c t s w e r e o b s e r v e d i n m i x e d c u l t u r e s r a t h e r t h a n i n p u r e c u l t u r e s
(L i t t l e e t . a l . , 19 8 8) .
Se v e r a l f a c t o r s s u g g e s t t h a t t h e u s e o f m e t h a n o t r o p h s f o r i n s i t u b i o r e m e d i a ti o n o f
T C E w o u l d b e s u c c e s s f u l . F i r s t , m e t h a n o t r o p h s a r e e n d e m i c t o t h e s u b s u r f a c e a n d c a n be
s u c c e s s f u l l y s ti m u l a t e d . Se c o n d , t h e c o pp e r c o n c e n t r a t i o n s in m o s t gr o u n d w a t e r i s l e s s
t h a n 0 . 15 u M (Ph e l p s , 199 2 ) , w h i c h i s c o n d u c i v e t o sM M O e x p r e s s i o n . A n d l a s t l y ,
h e t e r o t r o p h i c b a c t e r i a t h a t a r e i n d i g e n o u s t o t h e s u b s u r f a c e w o u l d c o m p le t e t h e
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m i n e r a l i z a t i o n o f T C E b y m e t a b o li z i n g p r o d u c t s f o r m e d fr o m t h e t r a n s f o r m a t i o n o f T C E
b y m e t h a n o t r o p h s .
A fi e l d s t u d y w a s p e r f o r m e d t o e x a m i n e m i c r o b i a l p r o c e s s e s a n d f a t e o f s e v e r a l
c hl o r i n a te d e t h e n e s , i n c l u d i n g T CE , i n a s h a l lo w , c o n fi n e d , s a n d a n d g r a v e l a q u i f e r
(S em p r i n i e t . a l . , 19 9 0 ) . M e t h a n e a n d o x y g e n w e r e i n j e c t e d i n t o t h e a q u i f e r a n d f l o w w a s
c r e a t e d b y p u m p i n g f r o m a n e x t r a c t i o n w e l l . T C E c o n c e n tr a t io n s w e r e r e gu l a r l y
m e a s u r e d a t t h e i n j e c t i o n , e x t r a c t i o n , a n d i n te r m e d i a t e o b s e r v a t i o n w e l l s . A l t h o u g h
p e r c e n t t r a n s f o r m a t i o n o f V C a n d t r a n s
- D C E w e r e q u i t e h i g h (9 5% a n d 8 5%
r e sp e c t i v e l y ) , o n l y 2 0% o f T C E w a s m i c r o b i a ll y t r a n s f o r m e d .
O t h e r o x i d i z e r s
B a c t e r i a t h a t o x i d i z e a m m o n i a a n d p r o p a n e h a v e b e e n f o u n d t o c o m e t a b o l i c a l l y
d e g r a d e T C E . B o t h g r o u p s o f b a c t e r i a h a v e a n o x y g e n a s e e n z y m e o f br o a d s u b s t r a t e
s p e c i fi c i t y t h a t c a n o x i d i z e T C E . N i t r o s o m o n a s e u r o p a e a a r e a m m o n i a o x i d i z i n g b a c t e r i a
t h a t h a v e be e n s t u d i e d f o r t h e i r a b i li t y t o d e g r a d e T CE (A r c i e r o e t . a l . , 19 8 9 ; V a n n e l l i e t .
a l . , 19 9 0 ; R a s c h e e t . a l . , 19 9 1) . T h e b a c t e r i a a r e o b l i g a t e a u t o t r o p h i c a e r o b e s t h a t u s e
a m m o n i a m o n o o x y g e n a s e (A M O ) t o o x i d i z e a m m o n i a t o n i t r i t e . I t s be e n s h o w n t h a t
A MO i s r e s p o n s i b l e fo r t r a n s f o r m i n g T C E (R a s c h e e t . a l . , 19 9 1 ) . T h e t r a n s f o r m a t i o n o f
T C E r e s u l t e d i n i n a c t i v a t i o n o f a m m o n i a o x i d a t i o n , a n d c o r r e l a t e d w i t h A M O a c t i v i t y .
T h i s i n d i c a t e s t h a t a t r a n s f o r m a ti o n o f T CE m e di a t e d b y A M O i s m o s t l ik e l y r e s p o n s i b l e
f o r c a u s i n g th i s i n a c ti v a t i o n . R a d i o l a be l e d T C E w a s f o u n d t o be i n c o r p o r a t e d i n t o c e l l u l a r
p r o t e i n s w h e n A M O w a s a c ti v e , b u t n o t w he n i n h i b i t e d (R a s c he e t . a l . , 19 9 1) . P r o p a n e
o x i d i z e r s h a v e a l s o b e e n f o u n d t o o x i d i z e T CE . F i v e s p e c i e s o f My c o ba c t e r i u m w e r e
f o u n d t o d o t h i s . T h e s e b a c t e r i a h a v e a n e n z y m e o f b r o a d s u b s t r a t e s p e c i f i c i t y c a l l e d
p r o p a n e m o n o o x y g e n a s e . I t i s p r o b a b l y t h i s e n z y m e t h a t i s r e sp o n s i b l e f o r t r a n s f o r m i n g
T C E (W a c k e t t e t . a l . , 1 9 8 9 ) .
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A l o t o f b a c t e ri a t h a t h a v e o x y g e n a s e e n z y m e s w i t h br o a d s u b s t r a t e s p e c i f i c i t y a r e
c a p a b l e o f f o r t u i t o u s l y d e g r a d i n g T C E , h o w e v e r d e g r a d a t i o n o f T C E i s n o t a c o m m o n
c h a r a c t e ri s t i c o f o x y g e n a s e e n z y m e s w i th b r o a d s u b s t r a t e s p e c i f i c i t y . O r g a n i s m s w i t h
n i t r o p r o p a n e d i o x y g e n a s e , c y c l o h e x a n o n e m o n o o x y g e n a s e , c y t o c h r o m e P
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m o n o o x y g e n a s e s , 4 - m e t h y l be n z o a t e m o n o o x y g e n a s e , a n d h e x a n e m o n o o x y g e n a s e d i d n o t
d e g r a d e T C E (W a c k e t t e t . a l . , 1 9 8 9) . I t i s n o t c l e a r w h a t d i f f e r e n t i a t e s a n o x y g e n a s e
e n z y m e t h a t c a n o x i d i z e T C E fr o m a n e n z y m e th a t c a n n o t .
T o x i c i t y A s s a y s
B i o l o g i c a l m o n i t o ri n g o f t o x i c i t y h a s m a n y a d v a n t a g e s o v e r c h e m i c a l m o n i t o r i n g ,
e s p e c i a l l y i n c o m p l e x m i x t u r e s a n d e n v k o n m e n ta l s am p l e s . U s i n g b i o l o g i c a l s y s t e m s t o
t e s t f o r a d v e r s e e f f e c t s fr o m a n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e g i v e s a m u c h be t t e r p i c t u r e o f h o w
t h a t s u b s t a n c e w i l l a f f e c t h u m a n h e a l t h a n d t h e e n v ir o n m e n t t h a n s im p l y m e a s u r i n g t h e
c o n c e n t r a t i o n s o f v a ri o u s c h e m i c a l s . B i o l o g i c a l a s s a y s m a y a l s o c o n v e y a d d i t i v e ,
s y n e r g i s t i c , o r a n t a g o n i s t i c e f f e c t s t h a t m a y o c c u r d u e t o a v a ri e t y o f c h e m i c a l
c o n t a m i n a n t s i n t h e s a m p l e . D a p h n i a , f a t h e a d m i n n o w , a n d r a i n b o w t r o u t a r e o r g a n i s m s
t h a t ar e c o m m o n l y u s e d f o r a c u t e t o x i c i t y t e s t i n g (R i b o a n d K a i s e r , 19 8 7 ) . T h e A m e s
A s s a y i s a b a c t e ri a l t e s t o f t e n u s e d t o t e s t f o r m u t a g e n i c e f f e c t s (J o h n s o n 19 9 2 a ) . A l l o f
t h e s e b i o a s s a y s t a k e b e t w e e n 24 a n d 9 6 h o u r s t o c o m p l e t e a n d re q u i r e a d d i t i o n a l t i m e t o
b r e e d a n d / o r m a i n t a i n t h e o r g a n i sm s (R i b o a n d K a i s e r , 1 9 87 ) . B a c t e ri a l t o x i c i t y a s s a y s
h a v e s e v e r a l a d v a n t a ge s o v e r t o x i c i t y a s s a y s t h a t u s e h i g h e r o r g a n i s m s . T h e n u m b e r o f
b a c t e ri a u s e d in a n a s s a y i s q u i t e h i gh w h i c h i s f a v o r a bl e t o s t a t i s t i c a l a n a l y s i s . B a c t e ri a
a r e u s u a ll y r e q u i r e m u c h l e s s t im e , c a r e , a n d e x p e n s e t o m a i n t a i n t h a n w o u l d a h i g h e r
o r g a n i s m . B a s e d o n t h e a p p e a l o f u s i n g b a c t e ri a a s t e s t o r g a n i s m s , M i c r o b i c s C o r p o r a t i o n
(C a r l s b a d , C A ) h a s d e v e l o p e d t w o b a c t e ri a l b i o a s s a y s t h a t p r o d u c e r e s u l t s i n a s h o r t
pe ri o d o f t im e a n d a re r e l a t i v e l y i n e x p e n s i v e . T h e s e a s s a y s a re k n o w n a s M i c r o t o x ® a n d
M u t a t o x ® (R i b o a n d K a i s e r , 19 87 ; J o h n s o n , 19 9 2 ) .
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M i c r o t o x ® w a s t h e a s s a y s e l e c t e d t o m o n i t o r f o r a c u t e t o x i c i t y i n t h e g r o u n d w a t e r
a n d s e d im e n t s a m p l e s c o l l e c t e d a t t h e s i t e . T h e t e s t o r g a n i s m i s a l u m in e s c e n t m a r i n e
b a c t e r i a , P ho t o b a c t e r i u m p h o sp h o r e u m . T h e l i g h t o u t p u t o f t h e b a c t e r i a d e c r e a s e s
p r o p o r t i o n a l l y a s t h e c o n c e n t r a t i o n s o f t o x i c a n t s t o w h i c h i t i s e x p o s e d i n c r e a s e s . A n
E C5 0 v a l u e i s c a l c u l a t e d , w hi c h i s t h e c h e m i c a l o r s a m p l e c o n c e n t r a t i o n a t w h i c h 5 0% o f
t h e l i g ht o u t p u t i s i n h i b i t e d (R i b o a n d K a i s e r , 1 9 8 7 ) .
T h e M i c r o t o x ® A s s a y w a s c h o s e n t o be t h e a s s a y u s e d i n t h i s p r o j e c t f o r s e v e r a l
r e a s o n s . I t i s a r a p i d a n d r e l a t i v e ly i n e x p e n s i v e a s s a y , r e s u l ts a r e r e p r o d u c i b l e b e t w e e n
l a b o r a t o r i e s , a n d i t s s e n s i t i v i t y c o m p a r e s f a v o r a b l y t o a c u t e f i s h t o x i c i t y a s s a y s (I n d o r a t o
e t . a l . , 19 84 ; D e Z w a r t e t . a l . , 19 8 3) . T h e r e ar e a l s o s e v e r a l n e g a t i v e a sp e c t s a b o u t t h e
M i c r o t o x ® A s s a y . Se v e r a l p h y s i o c h e m i c a l p a r a m e t e r s , t e m p e r a t u r e , p H , s a l i n i t y , b u f f e r i n g
c a p a c i t y , a n d h ar dn e s s (c a l c i u m c o n c e n t r a t i o n ) , a r e k n o w n t o a f f e c t t h e o u t c o m e o f t h e
a s s a y (V a s s e u r e t . a l . , 1 9 86 ) . E n d p o i n t p r e c i s i o n c a n a l s o b e a p r o b l e m , w i t h v e r y w i d e
c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o n th e E C 5 0 . T h i s i s m u c h m o r e c o m m o n i n s o i l a n d s e d i m e n t
s a m p l e s t h a n w i t h a q u a t i c s a m p l e s (Qu r e s h i e t . a l . , 19 8 4 ) . A m a j o r c r i t ic i s m o f t h e
M i c r o t o x ® A s s a y i s t h a t t h e t e s t o r g a n i s m , a m a ri n e b a c t e ri a , m i g ht n o t r e s p o n d t h e s am e
t o t h e e n v i r o n m e n t a l s u b s t a n c e a s w o u l d a n i n d i g i n o u s b a c t e ri a . A l s o , t h e r e s u l t s o b t a i n e d
fr o m t he a s s a y c a n n o t b e e x t r a p o l a t e d t o h i g h e r l i f e f o r m s . F o r t h e s e r e a s o n s , M i c r o t o x i s
b e s t u s e d a s a t o o l f o r c o m p a ri n g t o x i c i t y l e v e l s be t w e e n s a m p l e s a n d f o r l o o k i n g f o r
t r e n d s o v e r t i m e (K i n g , 19 8 4 ) . Se v e r a l f e de r a l a n d o t h e r g o v e r n m e n t a g e n c i e s u s e
M i c r o t o x ® a s a s c r e e n i n g t e s t t o m o n i t o r f o r e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s , a n d t h e E P A h a s
i n c l u d e d M i c r o t o x a s a r e c o m m e n d e d b i o a s s a y i n t he U S E P A Pe r m i t G u i d e M a n u a l o n
H a z a r d W a s t e L a n d T r e a tm e n t D e m o n s t r a t i o n s (So m a s u n d a r u m e t . a l . , 1 9 9 0 ) .
T h e M u t a t o x ® A s s a y w a s s e l e c t e d a s t h e a s s a y t o be u s e d t o t e s t f o r g e n o t o x i c i t y
i n g r o u n d w a t e r s a m p l e s . T h e b a c t e ri a l a s s a y u s e s a d a r k v a ri a n t o f a l u m i n e s c e n t
b a c t e ri a
.
Vi b r i o fi s c h e r i M l 6 9 a s t h e i n d i c a t o r o r g a n i s m . A ge n o t o x i c a g e n t w i l l c a u s e
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t h e r e v e r s i o n o f l u m i n e s c e n c e b y V . f i s c he r i M l 6 9 . G e n o t o x i c i t y i s d e t e r m i n e d b y
c o u n t i n g t h e n u m b e r o f r e v e r s i o n s t h a t a r e p r e s e n t i n a d i l u t i o n s e r i e s (J o h n s o n , 1 9 9 2 a ) .
M u t a t o x ® r e s u l t s h a v e be e n f o u n d t o c o m p a r e f a v o r a b l y t o t h e A m e s A s s a y i n
r e l a t i v e s e n s i t i v i t y (J o h n s o n , 19 92 a ) , a n d t h e A m e s A s s a y i s t h e b e n c hm a r k a s s a y o f
m u t a g e n i c i t y (A m e s , 1 9 7 5 ) . I t s e e m s t h a t M u t a t o x ® m i gh t b e le s s s p e c i f i c o r m o r e
s e n s i t i v e t h a n t h e A m e s A s s a y , a s i t h a s be e n r e p o r t e d t h a t m o r e s a m p l e s c a m e u p p o s i t i v e
w i t h M u t a t o x ® t h a n w i t h t he A m e s A s s a y . (K w a n e t . a l , 1 9 9 0 ) . T h i s m a y b e d u e t o t h e
f a c t t h a t M u t a t o x ® c a n d e t e c t t h r e e gr o u p s o f g e n o t o x in s : d ir e c t a c t i n g m u t a g e n s (f r a m e
s h i f t a n d ba s e s u b s t i t u t i o n m u ta g e n s ) D N A s y n t h e s i s i n h i b i t o r s , a n d i n t e r c a l a t i n g a g e n t s ,
w he r e a s t he A m e s A s s a y o n l y d e te c t s o n l y d ir e c t a c t i n g m u t a g e n s (J o h n s o n , 19 9 0 a ) . A n
a d v a n t a g e o f T h e M u t a t o x ® A s s a y o v e r t h e A m e s A s s a y i s t h a t i t i s q u i c k e r a n d l e s s
e x p e n s i v e . T h e M u t a t o x
®
a s s a y t a k e s 2 4 h o u r s w h i c h t he A m e s A s s a y t a k e s 6 8 h o u r s t o
c o m p l e t e . T h e A m e s A s sa y a l s o r e q u ir e s m a i n t e n a n c e o f t h e c u l t u r e s b e t w e e n t e s t s .
M u t a t o x ® i s a l s o a b l e t o d e t e c t g e n o t o x i n s i n c o m p l e x m i x t u r e s (J o h n s o n , 1 9 9 2 b ) . A
d i s a d v a n t a g e i s t h a t r e s u l t s c a n n o t be e x t r a p o l a t e d t o h i g h e r l i f e f o r m s . T h e r e f o r e ,
M u t a t o x ® i s b e s t u s e d a s a s c r e e n i n g t o o l t o c o m p ar e g e n o t o x i c r e sp o n s e s b e t w e e n
s a m p l e s (K w a n e t . a l . , 19 9 0 ) .
m . M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
D e m o n s t r a t i o n P r o j e c t a n d S i t e D e s c r ip t i o n
T h e p u r p o s e o f t h e b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a ti o n a t t h e S R S w a s t o e x a m i n e t h e
e f f e c t i v e n e s s o f m e t h a n o t r o p h i c ba c t e ri a t o r e d u c e T C E c o n c e n t r a t i o n s i n s i t u , a s w e l l a s
t o d e t e r m i n e t h e m o s t e f f e c t i v e n u t ri e n t c o n c e n t r a t i o n s t o a c h i e v e t he g r e a t e s t
d e gr a d a t i o n . N e w a n d i n n o v a t i v e t e c h n o l o g i e s w e r e al s o u s e d i n t h e d e m o n s t r a t i o n ,
in c l u di n g h o ri z o n t al w e l l s t o p r o v i de n u t ri e n t s a n d e x t r a c t g a s .
T w o h o ri z o n t a l w e l l s w e r e i n s t a l le d a t t h e l o c a t i o n i n M - a r e a i n w h i c h T C E l e a k e d
f r o m t h e s e w e r h n e (F i g u r e 3 . 1) . A n i n j e c t i o n w e l l w a s in s t a l l e d a t a d e p t h o f 17 5 f e e t
(5 3 . 3 m e t e r s ) be l o w t h e s u r f a c e . T h e i n j e c t i o n w e l l , w h i c h w a s l o c a t e d b e l o w t h e w a t e r
t a b l e a n d i n t h e l o w e r p o r t i o n o f t h e T C E p l u m e , w a s u s e d t o i n j e c t a m i x t u r e o f n u t ri e n t s
a n d a i r t o t h e s u b s u r f a c e . A r e c o v e r y o r e x t r a c t i o n w e l l w a s i n s t a l l e d a t a d e p t h o f 8 0
f e e t (2 4 . 4 m e t e r s ) b e l o w th e s u r f a c e . T h e e x t r a c t i o n w e l l , w h i c h w a s i n t h e v a d o s e z o n e
a n d i n t h e u p p e r p o r t i o n o f t h e T CE p l u m e , w a s u s e d t o e x t r a c t a i r a n d o t h e r g a s e s .
H o ri z o n t a l w e l l s y s t e m s h a v e s e v e r a l a d v a n t a ge s o v e r v e r t i c a l w e l l s y s t e m s , i n c l u d i n g
m o r e e x t e n s i v e a n d e c o n o m i c a l t r e a tm e n t . T he SR S w a s a n i d e a l s i t e f o r t h e a p p l i c a t i o n
o f h o ri z o n t a l w e l l s , b e c a u s e t h e l e a k y s e w e r l in e f o r m e d a l i n e a r c o n t a m i n a t i o n p l u m e .
Si x d i f f e r e n t o p e r a t i o n c a m p a i gn s w e r e t e s t e d d u ri n g t h e c o u r s e o f t h i s p r o j e c t
(T a b l e 3 . 1) . T h r o u g h o u t t h e d e m o n s t r a t i o n a i r w a s e x t r a c t e d f r o m t h e u p p e r w e l l a t a
r a t e o f 2 4 0 s c f m . T h e d e m o n s t r a t i o n b e g a n o n F e br u a r y 2 6 , 199 2 a n d e n d e d o n A p ri l 2 0 ,
19 9 3 . F r o m Fe b r u a r y 2 6 , 19 9 2 t o M a r c h 18 , 19 92 a i r o n l y w a s e x t r a c t e d , n o t h i n g w a s
i n j e c t e d . F r o m M a r c h 18 , 19 9 2 t o t h e e n d o f t h e d e m o n s t r a t i o n , a ir a n d w h a t e v e r
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F i g u r e 3 . 1 S i d e v i e w s c h e m a t i c o f t h e h o r i z o n t a l w e l l s y s t e m i n p l a c e a t t h e S a v a n n a h R i v e r Si t e
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S t a r t D a t e E n d D a t e N u m b e r o f D a y s I n j e c t i o n C a m p a i g n
2 /2 6/ 9 2
3 / 1 8/ 9 2
4 / 2 0 / 9 2
8/ 5 / 9 2
10/ 2 3 / 9 2
12/ 2 0 / 9 2
1/ 2 4 /9 3
4/ 2 0 /9 3
3 / 18/ 92
4 / 2 0/ 9 2
8/ 5 / 9 2
10 /2 3 /9 2
12/ 2 0/ 92
1/2 4 / 9 3
4/ 2 0 /9 3
2 1
3 3
10 7
7 9
5 8
3 5
8 6
N o i n j e c t i o n
A i r i n j e c ti o n
1% m e t h a n e / a i r
4 % m e t h a n e / a i r
4 % m e t h a n e / a i r
L o n g p u l s e
4 % m e t h a n e / a i r
Sh o r t p u l s e
4 % m e t h a n e / a i r . Sh o r t p u l s e
C o n t i n u o u s n u t r i e n t i n j e c ti o n
D em o n s t r a t i o n t e r m i n a t e d
T a b l e 3 . 1 . I n j e c t i o n c a m p a i g n s t e s t e d d u r i n g t h e i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n
d e m o n s t r a t i o n a t t h e S a v a n n a h R i v e r Si t e .
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n u t ri e n t w a s t e s t e d d u ri n g e a c h c a m p a i g n w a s i n j e c t e d i n t o t h e l o w e r w e l l a t a r a t e o f 10 0
s c f m . F r o m M ar c h 18 , 19 9 2 t o A p ri l 2 0 , 19 9 2 , ai r i n j e c t i o n w a s s t a r t e d i n t h e l o w e r w e l l .
F r o m A p ri l 2 0 , 19 9 2 t o A u gu s t 5 , 19 92 , 1 % m e t h a n e / a i r w a s i n j e c t e d i n t o t h e l o w e r w e l l .
F r o m A u g u s t 5 t o O c t o b e r 2 3 , 19 9 2 , t h e c o n t e n t o f m e t h a n e / a i r i n j e c t e d i n t o t h e l o w e r
w e l l w a s i n c r e a s e d t o 4% . F r o m O c t o b e r 2 3 , 19 9 2 t o J a n u a r y 2 4 , 19 9 3 , 4 % m e t h a n e
w a s p u l s e d i n t o t h e l o w e r w e l l . A ir w a s c o n t i n u o u s l y i n j e c t e d i n t o t h e w e l l w h i l e t h e 4 %
m e t h a n e / a i r w a s p u l s e d . L o n g p u l s i n g o f m e t h a n e o c c u r r e d f r o m O c t o b e r 2 3 , 19 9 2 t o
D e c e m b e r 2 0 , 19 9 2 , a n d s h o r t p u l s i n g o f m e t h a n e o c c u r r e d f r o m D e c e m b e r 2 0 , 19 92 t o
J a n u a r y 2 5 , 199 3 . D u ri n g t he l o n g p u l s i n g c a m p a i g n , o n ly a i r w a s i n j e c t e d f o r o n e w e e k
fo l l o w e d b y a w e e k o f 4 % m e t h a n e / a i r i n j e c t i o n . O n l y a i r w a s i n j e c t e d f o r t h e f o l l o w i n g
f o u r w e e k s . O n e m o r e w e e k o f i n j e c t i o n 4 % m e t h a n e / a i r o c c u r r e d b e f o r e s h o r t p u l s i n g
be g a n . Sh o r t p u l s i n g c o n s i s t e d o f i n j e c t i o n o f 4% m e t h a n e / a i r e v e r y o t h e r d a y f o r e i g h t
h o u r s . T h e p u l s i n g o f 4% m e t h a n e / a i r c o n t i n u e d f r o m Ja n u a r y 2 5 , 19 9 3 t o A p ri l 2 0 ,
1 99 3 w i t h t h e a dd i t i o n o f c o n t i n u o u s i n j e c t i o n o f 0 . 0 7% n i t r o u s o x i d e a n d 0 . 0 07 %
t ri e t h y l p h o s p h a t e . T h e o p e r a t i o n w a s t e r m i n a t e d o n A p ri l 2 0 , 19 9 3 .
G r o u n d w a t e r s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d f r o m 12 w e l l s a r o u n d t h e s i t e , d e s i g n a t e d
m h t - l c , m h t - 2c , m h t - 3 c , m h t - 4 c , m h t - 5 c , m h t - 6 c , m h t - 7 c , m h t - 8c , m h t - 9 c , m h t - 9 b , m h t -
1 0c
,
a n d m h t - 1 I c (F i g u r e 3 . 2 ) . Wa t e r fr o m t h e s e w e l l s w a s c o l l e c t e d b i w e e k l y f r o m
M a r c h 1 8
,
19 9 2 t o J u n e 19 9 3
,
a n d m o n t h l y fr o m Ju l y 19 9 3 t o Se p t e m b e r 19 9 3 . S a m p l e s
w e r e s e n t a t 4 ° C o v e r n i g h t t o U N C .
Se di m e n t s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d fr o m f o u r l o c a t i o n s o n t h e S R S a t 10 f o o t (3 . 0 5
m e t e r ) in t e r v a l s f r o m 10 f e e t (3 . 0 5 m e t e r s ) t o 14 0 f e e t (4 2 . 7 m e t e r s ) (F i g u r e 3 . 3 ) .
S e d i m e n t s w e r e c o l l e c t e d a t t h r e e t im e pe ri o d s , Ju l y 19 9 2 , J a n u a r y 19 9 3 , a n d M a y 19 9 3 .
T h e s e d im e n t s f r o m a dj a c e n t b o r e h o l e s c o l l e c t e d o v e r t im e w e r e gr o u p e d o r
"
c l u s t e r e d
"
f o r c o m p a ri s o n (T a b l e 3 . 2 ) . Se d im e n t s w e r e c o l l e c t e d fr o m fo u r a d d i t i o n a l l o c a t i o n s
d u ri n g t he M a y 19 9 3 s a m p l i n g t h a t d i d n o t c o r r e s p o n d t o a n y c l u s t e r . T h e s e w e r e
• m hM Oc
m h t - 2 c
E x t r a c t io n w e l l
m \^\ - ^ c ^ ^ ^
^
• m h t - 3 c
I n je c t i o n w e l l
m h t - 7 c
• m h t - 5 c
• m ht - 9 c
m ii t - 1 1c
F i g u r e 3 . 2 . A e r i a l v i e w o f w e l l l o c a t i o n s f r o m w h i c h g r o u n d w a t e r s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d .
( ) r e p r e s e n t s t h e l o c a t i o n s o f t h e h o ri z o n t a l w e l l s .
m h c - 1 1
m h c - 2 D 4 - m h c - 7
m h c - 1 5 •
Ex t r a c t io n w e l l
m h c - 1 4
f h h c - e - ¥ O m h c - 3
m h c - 9
m h c - 1 0
m h c - 4 - ^ O m h c - 1
m h c - 1 2
m h c - 5 4 -
m h c - 8
D
m h v - 1 1
m h c - 1 3
D C o l le c t e d 7 / 9 2
> C o ll e c te d 1/ 9 3
• C o ll e c te d 4 / 9 3
In je c t i o n w e ll
F i g u r e 3 . 3 . A e r i a l v i e w o f b o r e h o l e l o c a t i o n s f r o m w h i c h s e d i m e n t s w e r e c o l l e c t e d .
( ) r e p r e s e n t s t h e l o c a t i o n s o f t h e h o r i z o n t a l w e l l s .
t o
0 0
2 9
s e d im e n t s c o l l e c te d f r o m t h e b o r e h o l e s d e s i gn a te d m hc - 9 , m h c - l l , m h c - 1 2 , n i h c - 1 3 .
Se d i m e n t s a m p l e s w e r e s h i p p e d a t 4
° C o v e m i g h t t o U N C .
C l u s t e r 1 C l u s t e r 2 C l u s t e r 3 C l u s t e r 4
n ih v - l l (7 / 9 2 ) m h c - 1 (7 / 9 2 ) m h c - 2 (7 / 9 2 ) m h c - 3 (7 /9 2 )
m h c - 5 ( l / 9 3 ) m h c - 4 ( l /9 3 ) m hc - 7 ( 1/ 9 3 ) m h c - 6 ( 1 / 9 3)
m h c - 8 (5 / 9 3) m h c - 10 (5/ 9 3) m hc - 15 (5/ 9 3 ) m h c - 1 4 (5/ 9 3 )
T a b l e 3 . 2 . C l u s t e r s o f b o r e h o l e s c o l l e c t e d a t t h e Sa v a n n a h R i v e r S i t e .
S e d i m e n t s fr o m a dj a c e n t bo r e h o l e s w e r e g r o u p e d f o r c o m p a r i s o n o f
t o x i c i t y o v e r t im e .
M i c r o t o x f^
M i c r o t o x ® a s s a y s w e r e p e r f o r m e d o n t h e M i c r o b i c s ® M o de l 5 0 0 A n a l y z e r , w h i c h
i s a p h o t o m e t e r w i t h 3 1 t e m p e r a t u r e c o n t r o l l e d w e l l s . E a c h a n a l y z e r w e l l h o l d s a 3 - m L
c u v e t t e . T h e a n a l y z e r i s i n t e r f a c e d w i t h a pe r s o n a l c o m p u t e r t h a t r e c o r d s l i g h t v a l u e s
m e a s u r e d b y t h e a n al y z e r . T o x i c i t y i s d e fi n e d b y a d e c r e a s e i n l i g h t o u t p u t b y t he
l u m i n e s c e n t b a c t e ri a P h o t o b a c t e ri u m p h o s p h o r e u m . A n E C 5 0 , w h i c h i s t h e c o n c e n t r a t i o n
o f t h e s u b s t a n c e a t w h i c h li g h t o u t p u t i s i n hi b i t e d 5 0% , a n d t h e 9 5% c o n fi d e n c e i n t e r v a l s
ar e c a l c u l a t e d b y t h e c o m p u t e r s o f t w a r e . L a r g e r E C 5 0 v a l u e s c o r r e s p o n d t o l o w e r
t o x i c i t y a n d sm a l l e r E C 5 0 v a l u e s c o r r e s p o n d t o h i g h e r t o x i c i t y , a n d E C 5 0 I n d e x w a s
c a l c u l a te d :
E C 5 0 I n d e x = ( 1/ E C 5 0) x 10 0 .
T h e 9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l s f o r t h e E C 5 0 I n d i c e s w e r e a l s o c a l c u l a t e d b y t a k i n g t h e
p e r c e n t a g e o f t h e r e c i p o ri c a l o f t h e 9 5% c o n fi d e n c e i n t e r v a l s o f t h e E C 5 0 v a l u e s .
M i c r o t o x ® a s s a y s w a s p e r f o r m e d o n a l l gr o u n d w a t e r a n d s e d im e n t s a m p l e s
r e c e i v e d fr o m t h e Sa v a n n a h R i v e r Si t e . T h e w a t e r s am p l e s w e re a s s a y e d w i t h t h e
3 0
M i c r o t o x ® 10 0% T e s t , a n d t h e s e d im e n t s w e r e a s s a y e d w i t h t h e M i c r o t o x ® S o l i d P h a s e
T e s t . A l l s u p p l i e s , e q u i p m e n t , a n d s o f t w a r e f o r p e rf o r m i n g M i c r o t o x
® w e r e o b t a i n e d
f r o m M i c r o b i c s ® C o r p o r a t i o n (C a r l s b a d , C A ) .
1 0 0 % A s s a y
A l l g r o u n d w a t e r s a m p l e s w e r e t e s t e d w i t h t h e s t a n d a r d p r o t o c o l o f t h e M i c r o t o x ®
10 0% A s sa y . G r o u n d w a t e r s a m p l e s r e c e i v e d o n o r be f o r e 7/ 10 / 9 2 w e r e f r o z e n u p o n
r e c e ip t . T h e s e g r o u n d w a t e r s a m p l e s w e r e t h a w e d o v e rn i gh t a t 4
° C b e f o r e b e i n g t e s t e d .
A l l s u b s e q u e n t g r o u n d w a t e r s a m p l e s w e r e t e s t e d u p o n a r r i v a l o r s t o r e d a t 4
° C u n t i l
t e s t e d . Se v e r a l o f t h e gr o u n d w a t e r s a m p l e s t h a t w e r e t e s t e d u p o n r e c e i p t w e r e
s u b s e q u e n t l y f r o z e n , t h a w e d , a n d r e t e s t e d . T he f r e e z i n g a n d t h a w i n g d i d n o t s e e m t o
a f f e c t t h e E C 5 0 o b t a i n e d fr o m t h e a s s a y . T h e p H o f a l l s a m p l e s w a s a dj u s t e d t o b e t w e e n
6 a n d 8 a s i n s t r u c t e d b y t h e p r o t o c o l .
F i v e c u v e t t e s , w e r e p l a c e d i n t h e a n a l y z e r f o r e a c h s a m p l e . T w o m L o f s a m p l e a n d
0 . 04 g o f r e a g e n t g r a d e N a C l w e r e a d d e d t o t h e f i r s t c u v e t t e . O n e m L o f 2 % N a C l d i l u e n t
w a s a d d e d t o t h e o t h e r f o u r c u v e t t e s t o m a i n t a i n t h e o s m o t i c i n t e g r i t y o f t h e m a r i n e
b a c t e r i a . T hr e e 1: 2 s e r i a l d i l u t i o n s w e r e m a de i n t h e fi r s t f o u r c u v e t t e s b y t r a n s f e r r i n g 1. 0
m L o f s a m p l e fr o m c u v e t t e t o c u v e t t e (F i g u r e 3 . 4 ) . T h i s g a v e a n i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f
10 0 % a n d a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 12 . 5 % . T h e fi f t h c u v e t t e c o n t a i n e d o n l y d i l u e n t a n d
w a s u s e d a s a c o n t r o l . E a c h s a m p l e w a s t e s t e d i n d u p l i c a t e . T h e w e l l s i n w h i c h t h e
c u v e t t e s r e s t e d w e r e m a i n t a i n e d a t a t e m p e r a t u r e o f 15
° C . T C E w a s u s e d a s a p o s i t i v e
c o n t r o l w i t h a n i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 55 0 mg/ L .
T h e f r e e z e - dr i e d l u m i n e s c e n t b a c t e r i a l r e a ge n t w a s r e c o n s t it u t e d w i t h 1. 0 m L o f
R e c o n s t i t u t i o n So l u t i o n (u l t r a - p u r e w a t e r ) a n d p l a c e d i n t h e r e a g e n t w e l l m a in t a i n e d a t
4 ° C . T he b a c te r i a l r e a g e n t w a s a l l o w e d t o s t a b i l i z e f o r t e n m i n u t e s . T e n u L o f b a c t e r i a l
r e a g e n t (10 ^ b a c t e r i a ) w e r e p i p e t t e d i n t o e a c h c u v e t t e a n d m i x e d th r e e t im e s . A f t e r fi v e
3 1
A d d 2 . 0 m L o f
s a m p le a n d
4 0 mg N a a
1. 0 m L 1. 0 m L 1. 0 m L
r \ r \ r \
1 . 0 m L
d s c a d
c o n t r o l
F i g u r e 3 . 4 . Sc h e m a t i c o f t h e M i c r o t o x ® 10 0 % A ss a y D i l u t i o n Se r i e s . T e n p i o f
p h o t o l u m i n e s c e n t b a c t e r i a (10 ^ ) w e r e a d d e d t o e a c h c u v e t t e a f t e r t h e d i l u t i o n s w e r e m a d e .
L i g h t o u t p u t w a s m e a s u r e d a f t e r f i v e m i n u t e s o f i n c u b a t i o n . A n E C 5 0 w a s c a l c u l a t e d
f r o m t he l i g h t v a l u e s .
A d d 0 . 3 g s e d m e n t
e n d 3 . 0 m L o f d i lu e n t
1 5 m L
1 . 5 m L 1 . 5 m L 1 5 m L 1 5 m L 1 5 m L 1 5 m L 1 5 m L
I c Es c c r d
F i g u r e 3 . 5 . S c h e m a t i c o f t h e M i c r o t o x ® S o l i d P h a s e A s sa y . D i l u t i o n s o f t h e s e d im e n t
s a m p l e s w e r e m a d e i n s m a l l t e s t t u b e s . T w e n t y p i o f p h o t o l u m i n e s c e n t b a c t e r i a (2 x 10 6 )
w e r e a d d e d t o e a c h t u b e . A f t e r 2 0 m i n u t e s o f i n c u b a t i o n , t he s a m p l e s w e r e f i l t e r e d , a n d
o n e m L w a s t r a n s f e r r e d f r o m e a c h t e s t t u b e t o a c o r r e s p o n d i n g c u v e t te . L i g h t l e v e l s w e r e
m e a s u r e d f i v e m i n u t e s a f t e r t he t r a n s f e r . A n E C 5 0 w a s c a l c u l a t e d f r o m t h e l i gh t v a l u e s .
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m i n u t e s o f i n c u b a t i o n , t h e l i gh t v a l u e s w e r e m e a s u r e d a n d r e c o r d e d b y t h e c o m p u t e r . T h e
c o m p u t e r s o f t w a r e c a l c u l a t e d E C 5 0 v a l u e s f o r e a c h s am p l e .
T h e E C 5 0 v a l u e s w e r e c o n v e r t e d t o a n E C 5 0 I n d e x , w h i c h i s a p e r c e n t a g e o f t h e
r e c i p r o c a l o f t h e E C5 0 . T h e 95 % c o n f id e n c e i n t e r v a l s f o r t h e E C 5 0 I n d i c e s w e r e a l s o
c a l c u l a t e d . T h e E C 5 0 I n d e x v a l u e s o f t h e g r o u n d w a t e r s a m p l e s w e r e p l o t t e d o n a g r a p h
f o r c o m p a r i s o n o f t o x i c i t y o v e r t im e a n d b e t w e e n w e l l s . T h e e f f e c t o f p H o n a l l t o x i c
s a m p l e s w a s e x a m i n e d . T o x i c i t y w a s c o m p a r e d t o t h e f o l l o w i n g p a r a m e t e r s m e a su r e d a t
t h e Sa v a n n a h R i v e r Si t e : T CE c o n c e n t r a t i o n , p e r c e n t a c t i v e b a c t e r i a , a n d p e r c e n t
m e t h a n e i n t h e g r o u n d w a t e r s a m p l e s .
So l i d P h a s e A s s a y
S e d im e n t s a m p l e s w e r e s t o r e d a t 4
°
C u n t i l t e s t e d w i t h t h e s t a n d a r d p r o t o c o l o f t h e
So l i d P h a s e T e s t . T e n s o l i d p h a s e t u b e s w e r e p l a c e d i n a 15
° C w a t e r b a t h f o r e a c h
s a m p l e . T hr e e m L o f s o l i d p h a s e d i l u e n t (2% N a C l s o l u t i o n ) a n d 0 . 3 gr am s o f s e d i m e n t
w e r e a d d e d t o t h e fi r s t t u b e . O n e a n d a h a l f m L o f d i l u e n t w e r e a d d e d t o t h e o t h e r n i n e
t u b e s . Se v e n 1: 2 s e r i a l d i l u t i o n s w e r e m a d e y i e l d in g a n i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 9 . 8 6 8%
a n d a f i n a l c o n c e n t r a t i o n o f 0 . 07 7 % . T h e l a s t t w o t u b e s c o n t a i n e d o n l y d il u e n t a n d w e r e
u s e d a s c o n t r o l s (F i g u r e 3 . 5 ) . T C E w a s u s e d a s a p o s i t i v e c o n t r o l , w i t h a n i n i t i a l
c o n c e n t r a t i o n o f 5 5 0 m g/ L u s i n g t h e 10 0% a ss a y .
T h e b a c t e ri a l r e a g e n t w a s r e c o n s ti t u t e d a s i n t h e 10 0% a s sa y a n d a l l o w e d t o
s t a b i l i z e f o r t e n m i n u t e s . T w e n t y u L o f ba c t e ri a l r e a g e n t (2 x 10 ^ b a c t e ri a ) w e r e a d d e d t o
e a c h t u b e a n d m i x e d t h r e e t im e s . A f t e r 2 0 m i n u t e s o f i n c u b a t i o n t h e t u b e s w e r e f i l t e r e d
w i t h s o l i d p h a s e t u b e fi l t e r s , a n d 50 0 \ i L o f t h e f i l t e r e d s a m p l e w e r e t r a n s f e r r e d f r o m e a c h
s o l i d p h a s e t u b e t o a c o r r e s p o n d i n g c u v e t t e i n t h e a n a l y z e r . L i g h t o u t pu t w a s m e a s u r e d 5
m i n u t e s af t e r t h e t r a n s f e r a n d t h e E C5 0 v a l u e s w e r e c a l c u l a t e d b y th e c o m p u t e r s o f t w a r e .
D u e t o q u e n c h i n g o f t he l i g h t i n t h e h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f t h e s e d im e n t s a m p l e s ,
c o l o r c o r r e c t i o n s w e r e p e r f o r m e d . E a c h s a m p l e w a s c l a s s i f i e d b y c o l o r a n d t y p e , a n d a
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c o l o r c o r r e c t i o n w a s p e r f o r m e d o n a r e p r e s e n t a t i v e f r o m e a c h g r o u p . C o l o r c o r r e c t i o n s
w e r e p e r f o r m e d i n c o l o r c o r r e c t i o n c u v e t t e s , w h i c h h a d a n i n n e r c h a m b e r i n t h e c u v e t t e
(F i g u r e 3 . 6 ) . R e c o n s t i t u t e d ba c t e r i a l r e a g e n t w a s p i p e t t e d i n t o t h e i n n e r c h a m b e r , a n d a
s a m p l e w a s p i p e t t e d i n t o t h e o u t e r c h a m b e r o f t h e c o l o r c o r r e c t i o n c u v e t t e . T h e c o l o r
c o r r e c t i o n s w e r e p e r f o r m e d b y p i p e t t i n g t h e s a m p l e i n t o t h e o u t e r c h a m b e r , a l l o w i n g t h e
b a c t e r i a l r e a g e n t t o s t a b i l i z e f o r f i v e m i n u t e s , m e a s u r i n g t h e l i g h t o u t p u t , a n d p i p e t t i n g t h e
s a m p l e o u t o f t h e c u v e t t e . T h i s w a s d o n e f o r e a c h s a m p l e d i l u t i o n , s t a r t i n g w i t h t h e
h i g he s t d i l u t i o n (t h e m o s t t u r bi d s a mp l e ) . T h e l i g h t r e a d i n g f r o m a d i l u e n t b l a n k w a s
m e a s u r e d b e f o r e a n d a f t e r t h e s a m p l e di l u t i o n s . T h e Ug h t r e a d i n g s w e r e p l o t t e d o n a
gr a p h , a n d a l i n e w a s dr a w n t o c o n n e c t t h e f i r s t a n d l a s t d i l u e n t r e a d i n g s . T h e d e c r e a s e i n
l i g h t o u t p u t o f t he b a c t e r i a w a s s h o w n t o b e l i n e a r o v e r t i m e b y m e a s u r i n g t h e l i g h t o u t p u t
o f t h e b a c t e r i a , w i t h d i l u e n t i n t h e o u t e r c h a m be r o f t h e c o l o r c o r r e c t i o n c u v e t t e , e v e r y
f i v e m i n u t e s f o r 4 5 m i n u t e s . T h e d i f f e r e n c e be t w e e n t h e l i g h t o u t p u t o f t h e s a m p l e
d i l u t i o n s a n d t he l i n e c o n n e c t i n g t h e d i l u e n t l i gh t o u t p u t s w a s a d d e d t o t h e l i g h t v a l u e s
o b t a i n e d f r o m t h e So l i d P h a s e T e s t . T h e E C 5 0 f o r e a c h s e d im e n t w a s r e c a l c u l a t e d u s i n g
t h e s e a dj u s t e d l i g h t v a l u e s . S e v e r a l t e s t s w e r e d o n e w i t h o n l y di l u e n t i n t h e o u t e r c h a m b e r
t o v e r i f y t h a t t h e d e c r e a s e i n l i g h t o u t p u t w a s l i n e a r .
T h e E C 5 0 v a l u e s a d j u s t e d f o r q u e n c h i n g w e r e c o n v e r t e d t o a n E C 5 0 I n d e x , w h i c h
i s a r e c i p r o c a l p e r c e n t o f t h e E C 5 0 . T h e E C5 0 In d e x e s a n d u p p e r a n d l o w e r 9 5 %
c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f t h e c o n t r o l s e d im e n t s am p l e s w e r e a v e r a ge d . Se di m e n t s c o l l e c t e d
f r o m t h e u n c o n t a m i n a t e d z o n e
,
a b o v e 10 0 f e e t (30 . 5 m e t e r s ) , w e r e u s e d a s c o n t r o l s . T h e
E C 5 0 I n d i c e s w e r e p l o t t e d o n b a r g r a p h s , a n d s e di m e n t s a m p l e s w i t h t o x i c i t y s i gn i f i c a n t l y
h i g h e r t h a n t h e c o n t r o l s w e r e i d e n t i f i e d . T w o s a m p l e s w i t h o u t o v e r l a p p i n g 9 5%
c o n f i d e n c e i n t e r v a l s w e r e d e f i n e d a s b e i n g s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t . O n l y s e di m e n t s o f t h e
s a m e s o i l t yp e w e r e c o m p a r e d , f o r e x a m pl e c l a y s w e r e n o t c o m p ar e d t o s a n d s , w h e n
d e t e r m i n i n g i f a n y s i gn i f i c a n t c h a n g e i n t o x i c i t y o c c u r r ed o v e r t im e . Se d i m e n t s w i t hi n
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p h o t o lu m i n e s c e n t b a c t e r ia
s e d i m e n t s a m p ie d i i u t i o n
F i g u r e 3 . 6 . C o l o r c o r r e c t i o n c u v e t t e .
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e a c h c l u s t e r w e r e p l o t t e d o n b a r g r a p h s a n d c o m p a r i s o n s w e r e m a d e f o r c h a n ge s i n
t o x i c i t y .
M u ta t o ) ^
T he M i c r o b i c s ® M o d e l 5 00 A n a l y z e r w a s u s e d t o m e a s u r e l i g h t o u t p u t f o r
M u t a t o x ® A s s a y . T h e a n a l y z e r w a s i n t e r f a c e d w i t h a p e r s o n a l c o m p u t e r , a n d d a t a w e r e
r e c o r d e d b y c o m p u te r s o f t w a r e . A l l s u p p l i e s , e q u i p m e n t , a n d s o f t w a r e f o r p e r f o r m i n g
M u t a t o x ® w e r e o b t a i n e d f r o m M i c r o b i c s ® C o r p o r a t i o n (C a r l sb a d , C A ) .
T h e b a c t e r i a l o r g a n i s m V i b r i o f i s c h e r i M 16 9 r e v e r t s t o p r o d u c i n g l i g h t w h e n
e x p o s e d t o a g e n o t o x i c a g e n t . T h e M u t a t o x
® a s s a y c a n d e t e c t a w i d e v a r i e t y o f
g e n t o x i c a n t s b e c a u s e t w o t y p e s o f m e d i a a r e u s e d , M u t a t o x
® M e d i u m a n d M u t a t o x ® S- 9
M e d i u m . T h e M u t a t o x ® M e di u m c o n t a i n s b u f f e r s , s a l t s , a n d e s s e n t i a l n u t r i e n t s , a n d t h e S -
9 m e di u m c o n t a i n s a l l t h a t t h e M u t a t o x ® M e d i u m c o n t a i n s p l u s S - 9 (r a t l iv e r
h o m o ge n a t e ) . G e n o t o x i c i t y i s i n d i c a t e d w h e n t w o s a m p l e d i l u t i o n s s h o w p o s i t i v e
r e s p o n s e s . A p o s i t i v e r e s p o n s e i s a s a m p l e d i l u t i o n t h a t h a s a l i g h t m e a s u r e m e n t o f a t l e a s t
t w o t im e s t h e a v e r a g e c o n t r o l v a l u e , o r a m e a s u r e m e n t o f a t l e a s t t e n l i g h t u n i t s ,
w h i c h e v e r i s g r e a t e r (M i c r o b i c s C o r p o r a t i o n , 1 9 9 3 ) . Sa m p l e s w e r e s c o r e d a s g e n o t o x i c
(+ ) w h e n t w o o r m o r e s a m p l e d i l u t i o n s e x h i b i t e d p o s i t i v e r e sp o n s e s a t a n y t i m e p o i n t .
Sa m p l e s w e r e s c o r e d w i t h n o g e n o t o x i c r e s p o n s e (o ) w h e n l e s s t h a n t w o p o s i t i v e
r e s p o n s e s w e r e o b s e r v e d .
T h e M u t a t o x ® a s s a y w a s p e r f o r m e d o n v a r i o u s g r o u n d w a t e r s a m p l e s c o l l e c t e d a t
t h e S R S . A l l t w e l v e o f t h e s a m p l e s c o l l e c t e d a t t h e b e gi n n i n g o f t h e bi o r e m e di a t i o n
d e m o n s t r a t i o n (3/ 18/ 9 2 ) a n d a t t h e e n d o f t h e d e m o n s t r a t i o n (9/ 14 / 9 3 ) w e r e t e s t e d .
G r o u n d w a t e r s a m p l e s c o l l e c t e d fr o m w e l l s m h t - l c , m h t - 4c , m h t - 7 c , a n d m h t - l Oc w e r e
t e s t e d o n t h e s a m p l e d a t e c l o s e s t t o t h e e n d o f e a c h c a m p a i g n . I n a d d i t i o n , a l l t h e s am p l e s
c o l l e c t e d f r o m m h t - l Oc f r o m 10 / 14 / 9 2 u n t i l t h e e n d o f t h e d e m o n s t r a t i o n w e r e t e s t e d .
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A l l s a m p l e s w e r e t e s t e d f o l l o w i n g t h e s t a n d ar d p r o t o c o l o f t he M u t a t o x
® A s s a y
(F i g u r e 3 . 7 ) , a n d a l l s u p p l i e s w e r e o b t a in e d fr o m M i c r o b i c s
® C o r p o r a t i o n (C a r l s b a d , C A ) .
T h e p H o f a l l s a m p l e s w a s a dj u s t e d t o b e t w e e n 6 . 7 a n d 7 . 5 . T e n c u v e t t e s w e r e p l a c e d i n
t w o s u p p o r t s f o r e a c h s a m p l e . T w o 4 0- m L v i a l s o f f r e e z e d r i e d p l a i n m e d i u m w e r e
r e c o n s t i t u t e d w i t h 15 m L o f R e c o n s t i t u t i o n S o l u t i o n (u l t r a - p u r e w a t e r ) . T o n i n e o f t he
c u v e t t e s , 2 5 0 p L o f t h e r e c o n s t i t u t e d m e d i u m w a s a d d e d . O n e 6 - m L v i a l o f t h e b u f f e r
m e d i u m w a s r e c o n s t i t u t e d w i t h 1. 5 mL o f g r o u n d w a t e r s a m p le , a n d 5 0 0 p L w a s p i p e t t e d
i n t o t h e f i r s t c u v e t t e . S t a r t i n g w i t h t h e f i r s t c u v e t t e , 1 : 2 s e r i a l d i l u t i o n s w e r e m a d e b y
t r a n s f e r ri n g 2 5 0 p L f r o m c u v e t t e t o c u v e t t e , a n d d i s c a r di n g 2 5 0 p L f r o m t he t e n t h
c u v e t t e . T h e b a c t e ri a l r e a g e n t (V . f i s c h e r i M l 6 9 ) w a s r e c o n s t i t u t e d w i t h R e c o n s t i t u t i o n
So l u t i o n (u l t r a - p u r e w a t e r ) , a n d 10 p L w e r e a d d e d t o e a c h c u v e t t e . T h i s p r o c e d u r e w a s
r e p e a t e d f o r e a c h s a m p l e w i t h b o t h the b u f f e r m e d i u m a n d t h e b u f f e r m e di u m w i t h S - 9 .
P o s i t i v e c o n t r o l s w e r e t e s t e d w i t h e a c h m e d i a t y p e . Ph e n o l w a s u s e d a s a p o s i t i v e c o n t r o l
f o r t h e b u f f e r m e di u m (i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 00 m g /L ) , a n d p y r e n e w a s u s e d a s a
p o s i t i v e c o n t r o l f o r t h e b u f f e r m e d i u m w i t h S- 9 (i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 0 m g / L ) . T o t e s t
t h e p o s i t i v e c o n t r o l s , 5 0 0 p L o f t h e r e s p e c t i v e m e di u m a n d 10 p L o f t h e c o n t r o l s o l u t i o n
w e r e a d d e d t o t h e f i r s t c u v e t t e . D il u t i o n s w e r e m a d e a s e x p l a i n e d a b o v e .
T h e s u p p o r t s c o n t a i n i n g t h e s a m p l e s i n t h e b u f f e r m e d i u m w i t h S - 9 w e r e i n c u b a t e d
i n a w a t e r b a t h o f 3 5 ° C f o r 4 5 m i n u t e s . T h e t e m p e r a t u r e w a s c h a n g e d t o 2 7
° C , a n d th e
s a m p l e s i n t h e b u f f e r m e d i u m w e r e p l a c e d i n t h e w a t e r b a t h . L i g h t r e a d i n g s w e r e t h e n
t a k e n 16 h o u r s , 2 0 h o u r s , a n d 24 h o u r s a f t e r t h e s a m p l e s i n t h e b u f f e r m e d i u m w e r e
p l a c e d i n t h e w a t e r b a t h .
T h e ge n o t o x i c r e s p o n s e s w e r e r e p r e s e n t e d o n a b a r gr a p h . T h e r e s p o n s e s a t t h e
s t a r t a n d f i n i s h o f t h e de m o n s t r a t i o n w e r e c o m p a r e d i n b o t h b u f f e r m e d i u m a n d b u f fe r
w i t h S - 9 m e d i u m . G e n o t o x i c i t y o f s e l e c t e d g r o u n d w a t e r s a m p l e s a t t h e s i t e (m h t - l c ,
m h t - 4 c , m h t - 7 c , a n d m h t - l Oc ) c o ll e c t e d a t t h e e n d o f e a c h i n j e c t i o n c a m p a i g n w e r e
c o m p a r e d i n b o t h bu f f e r m e d i u m a n d b u f f e r w i t h S - 9 m e d i u m . . T h e g e n o t o x i c r e s p o n s e s
3 7
o f gr o u n d w a t e r f r o m w e l l m h o
- 10c w e r e e x a m i n e d d u r i n g a n d a f te r t h e t i m e t o x i c i t y
a p p e a r e d b y t h e M i c r o t o x
® a s s a y a p p e a r e d ( 10/ 14 /9 2 - 9 / 15/ 9 3 ) .
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S e t u p 10 c u v e t t e s f o r e a d i s a m p le t o b e t e s t e d
® ® © © ® © © ® ® ®
I
A d d 5 00 u L o f M u t o t o x M e d iu m
o r S - 9 M e d i i m t o c u v e tt e s 2 - 10
I
R e c o n s t jt u t e 1 . 5 m L v i a l o f D A o r S - 9
M e d i a w i t li 1 . 5 m L o f g r o u n d w a t e r s a m p le
a r K J a d d 5 0 0 u L t o c u v e t t e 1
I
M a k e 1 :2 s e r i a l d i l u ti o n s b y tr a n s f e r r in g 2 5 0 u L f r o m c u v e t t e
1 t o 2 , 2 t o 3 , 3 t o 4 4 t o 5 , 5 t o 6 , 6 t o 7 , 7 t o 8 , 8 t o 9 , a n d
9 t o 10 . D i s c a r d 2 5 0 u L f r o m c u v e t t e 10
I
R e c o n s ti t u t e b a c t e r ia w i t li r e c o n s t it u t io n
s o l u t io n a n d a d d 10 u L t o e a c t i c u v e t t e
I
In c u b a t e s a m p le s i n S - 9 m e d i a i n a 3 5 C w a t e r b a t h
f o r 4 5 m i n u t e s . A f t e r 4 5 m i n u t e s , c h a n g e t e m p e r a t u r e
o f w a t e r I x i t h t o 2 7C a n d i n c u b a t e s a m p l e s i n b o t h
S - 9 a n d D A m e d i a fo r 2 4 h o u r s .
I
M e a s u r e l i g h t o u t p u t a t 1 6 , 20 , a n d 2 4 h o u r s
o f i n c u b a t io n
F i g u r e 3 . 7 . M u t a t o x ® A s s a y p r o c e d u r e s .
I V . R E S U L T S A N D D I SC U SSI O N
G r o u n d W a t e r S a m p l e s —M i c r o t o x ^
T h e M i c r o t o x ® 10 0% A s s a y w a s u s e d t o e v a l u a t e a n d c o mp a r e t o x i c i t y f o r m e d i n
g r o u n d w a t e r d u r i n g a n d a f t e r t h e i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n a t t h e SR S . T h e
w e l l s fr o m w hi c h th e g r o u n d w a t e r s a mp l e s w e r e c o l l e c t e d w e r e l o c a t e d a t v a r i o u s p o i n t s
a r o u n d t h e s i t e d e s i g n a t e d m h t - l c , m h t - 2c , m h t
- 3 c , m h t - 4 c , m h t - 5 c , m h t - 6 c , m h t - 7 c , m h t -
8c , m h t - 9 c , m h t - 9 b , m h t - l Oc , a n d m h t - l l c (F i g u r e 3 . 2 ) . G r o u n d w a t e r s a m p l e s w e r e
c o ll e c t e d a n d a n a l y z e d e v e r y t w o w e e k s fr o m M a r c h 19 92 t h r o u g h J u n e 19 9 3 , a n d e v e r y
f o u r w e e k s fr o m Ju l y 19 9 3 t h r o u g h Se p t e m b e r 19 9 3 .
W i th t h e e x c e p t i o n o f t w o w e l l s , m h t - 7 c a n d m h t - l Oc , n o t o x i c i t y a p p e ar e d i n t h e
g r o u n d w a t e r c o l l e c t e d d u r i n g t h e c o u r s e o f t h e b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n (F i g u r e s
4
.
1 a n d 4 . 2 ) . T o x i c i t y a p p e a r e d i n w e l l m h t - 7 o n l y i n t he s a m p l e c o l l e c t e d 1/ 2 6/ 9 3 (F i g u r e
4
. 2 ) . We l l m h t - l Oc e x h i b i t e d t r a n s i e n t t o x i c i t y b e t w e e n 10/ 2 8/ 9 2 a n d 5/ 3/ 9 3 (F i g u r e 4 . 2 ) .
T h e f i r s t a p p e a r a n c e o f t o x i c i t y a p p e a r e d o n 10 / 2 8/ 92 , f o u r d a y s a f t e r t h e p u l s i n g m e t h a n e
i n j e c t i o n be g a n (T a b l e 3 . 1) . T hr o u g h o u t t h e p u l s in g c a m p a i g n s , t h e t o x i c i t y i n m h t - l Oc
w a s t r a n s i e n t . T o x i c i t y w a s n o t pr e s e n t in t h e t w o s a m p l e s fo l l o w i n g t h e i n i t i a l d e t e c t i o n
( 1 1/ 17 / 9 2 a n d 12 / 1/ 9 2 ) , b u t r e a p p e a r e d o n 1 2 / 15/ 9 2 . T o x i c i t y di s a p p e a r e d i n t h e n e x t
s a m p l e c o l l e c t e d ( 12/ 3 0 /9 2 ) , b u t a p p e a r e d a g a i n i n t h e 1 / 1 1/ 9 3 s a m p l e . T h e n u t r i e n t
in j e c t i o n c a m p a i g n be g a n o n 1/2 4 /9 3 (T a b l e 3 . 1) , a n d s a m p l e s c o l l e c t e d o v e r t h e f o l l o w i n g
s e v e n w e e k s a l l e x h i b i t e d t o x i c i t y ( 1/ 2 6/ 9 3 , 2 / 9/ 9 3 , 2 /2 3/ 9 3 , a n d 3/ 9/ 9 3 ) . T h e f o l l o w i n g
t w o s a mp l e s (3/ 2 3/ 9 3 a n d 4 / 6/ 9 3) e x hi b i t e d n o t o x i c i t y , bu t t o x i c i t y w a s d e t e c t e d a g a i n i n
t he 4/ 2 0 / 9 3 s a m p l e . O n t h a t s a m e d a t e , 4 /2 0 / 9 3 , t h e m e t h a n e i n j e c t i o n s y s t e m w a s t u r n e d
o f f . S a m p l e s w e r e c o l le c t e d a n d a n a l y z e d t h r o u gh Se p t e m b e r . T o x i c i t y w a s p r e s e n t o n l y
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F i g u r e 4. 2 . T o x i c i t y o f gr o u n d w a t e r s a m p l e s c o l l e c t e d d u r i n g t h e p u l s i n g a n d n u t r i e n t i n j e c t i o n c a m p a i g n s a n d a f t e r s h u t d o w n .
4 2
o n c e a f t e r t h e sy s t e m w a s s h u t d o w n . T h e s a m p l e c o l l e c t e d o n 5 / 3/ 9 3 , t h e fi r s t s a m p l e
c o l l e c t e d a f t e r t he i n j e c t i o n s y s t e m w a s t e r m in a t e d , w a s t h e l a s t s a m p l e t o e x h i b i t t o x i c i t y .
T h e t o x i c i t y t h a t a p p e a r e d d u r i n g t h e b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n , w h e t h e r i t w a s d u e t o
d e gr a d a t i o n p r o d u c t s o r s o m e t h i n g e l s e , di s a p p e a r e d a f t e r t h e m e t h a n e , a i r , a n d n u t ri e n t
i n j e c t i o n i n t o t h e s u b s u r f a c e c e a s e d .
I n t e r e s t i n g l y , t h e p H o f t h e g r o u n d w a t e r i n m h t - l Oc d r a s t i c a l l y i n c r e a s e d b e t w e e n
10/ 13/ 9 2 a n d 10 / 2 7/ 9 2 , a n d r e m a i n e d h i gh f o r t h e r e m a i n d e r o f t h e d e m o n s t r a t i o n (F i g u r e
4 . 3 ) . T h e a p p e a r a n c e o f t o x i c i t y i n m h t - 10 c c o r r e s p o n d e d t o a h i g h p H . T h e p H
i n c r e a s e d fr o m 6 . 2 o n 10/ 13/ 9 2 t o 1 1 . 4 o n 10 /2 7 / 9 2 . F r o m 10 / 2 7 / 9 2 o n w a r d t h e p H
r a n g e d be t w e e n 10 . 0 a n d 12 . 0 . T h e h i gh p H a c c o u n t e d f o r s o m e o f t h e t o x i c i t y o b s e r v e d ,
a n d e v e n a l l o f t h e t o x i c i t y o b s e r v e d i n s o m e o f t h e s a m p l e s . H o w e v e r , F i g u r e 4 . 4 s h o w s
t h a t t o x i c i t y i s d e t e c t e d e v e n a f t e r t h e s a m p l e s w e r e a dj u s t e d t o a r o u n d n e u t r a l .
T h e o n l y s a m p l e w h i c h r e g i s t e r e d t o x i c i t y i n w e l l m h t
- 7 c h a d a p H s p i k e o f 10 . 6
w h i c h w a s c o l l e c t e d o n 1/2 6 / 9 3 . T h e p H w a s b e t w e e n n i n e a n d t e n f o r m a n y o f t h e
s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m m h t - 7 c b e t w e e n 7 / 2 1/ 9 2 a n d 12 / 1/ 9 2 (F i g u r e 4 . 5 ) a n d s e v e r a l o f
t h e s e s a m p l e s e x hi bi t e d t o x i c i t y w i t h o u t p H ad j u s tm e n t (F i g u r e 4 . 6) O n l y t h e s a m p l e
c o l l e c t e d o n 1/ 2 6/ 9 3 , t h e s a m p l e w i t h a p H o f 10 . 6 , e x hi b i t e d t o x i c i t y a f t e r t h e p H w a s
a dj u s t e d t o b e t w e e n s i x a n d e i g h t . T hi s s am p l e w a s c o l l e c t e d t h e d a y a f t e r t h e n u t ri e n t
i n j e c t i o n c a mp a i g n b e g a n .
A l k a l i n i t y w a s r e s p o n s i bl e f o r c a u s i n g s o m e b u t n o t a l l o f t h e o b s e r v e d t o x i c i t y .
T h e e f f e c t s o f p H t o x i c i t y w e r e o v e r c o m e b y a dj u s t i n g t h e p H o f t h e s a mp l e s t o b e t w e e n
s i x a n d e i g h t . A l l d a t a ar e r e p r e s e n t e d w i t h o u t p H e f f e c t s , t h a t i s a l l t h e t o x i c i t y v a l u e s
w e r e o b t a i n e d f r o m s a m p l e s w i t h t h e p H a dj u s t e d t o a r o u n d n e u t r a l . I t d o e s n o t s e e m
l i k e l y t h a t T C A o r D CA c a u s e d t h e t o x i c i t y a s t h e p H i n c r e a s e d . B o t h o f t h e s e
c o m p o u n d s h a v e a v e r y l o w p K (0 . 7 a n d 1. 4 8 r e sp e c t i v e l y ) a n d a t a h i g h p H a r e i n a n
i o n i z e d f o r m . B e c a u s e c o m p o u n d s d o n o t p e n e t r a t e m e m b r a n e s v e r y w e l l w h e n i n a n
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F i g u r e 4 . 4 . T o x i c i t y o f g r o u n d w a t e r c o l l e c t e d f r o m w e l l m h t - l Oc a t t h e a m b i e n t p H a n d w i t h p H
a d j u s t e d t o a r o u n d n e u t r a l . T h e i n c r e a s e d p H s e e n i n w e l l m h t - l Oc w a s r e s p o n s i b l e f o r s o m e , b u t n o t
a l l o f t h e t o x i c i t y o b s e r v e d .
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F i g u r e 4 . 6 . T o x i c i t y o f g r o u n d w a t e r c o l l e c t e d f r o m w e l l m h t
- 7 c a t t h e a m b i e n t p H a n d w i t h p H
a dj u s t e d t o a r o u n d n e u t r a l . O n e s a m p l e c o l l e c t e d f r o m m h t - 7 c ( 1/2 6/ 9 3) e x h i b i t e d t o x i c i t y d u e t o s o m e t hi n g
o t h e r t h a n a h i gh p H . 0 ^
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i o n i z e d f o r m , i t d o e s n o t s e e m l i k e l y t h a t e i t h e r T C A o r D C A w a s r e s p o n s i b l e f o r c a u s i n g
t o x i c i t y .
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t b o t h m h t - 7 c a n d m h t - l Oc a r e a t t h e p e r i p h e r y o f t h e
t r e a tm e n t z o n e (F i g u r e 3 . 2 ) . Wh e t he r b i o t i c o r a b i o t i c i n t e r a c t i o n s , o r a c o m b i n a t i o n o f
b i o t i c a n d a b i o t i c i n t e r a c t i o n s a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e t o x i c i t y i s u n k n o w n . N o l i n e a r
r e l a t i o n s h i p w a s f o u n d b e t w e e n t o x i c i t y i n m h t
- l Oc a n d T C E c o n c e n t r a t i o n s i n t h e g r o u n d
w a t e r
, p e r c e n t m e t h a n e i n t h e gr o u n d w a t e r , o r p e r c e n t a c t i v e b a c t e r i a (F i g u r e s 4 . 7 , 4 . 8 ,
a n d 4 . 9) . T h e t o x i c i t y o b s e r v e d p r o b a b l y r e s u l t e d f r o m m a n y f a c t o r s o c c u r r i n g i n
c o n j u n c t i o n w i t h o n e a n o t h e r . I t i s c l e a r t h a t t o x i c i t y o n l y a p p e a r e d i n gr o u n d w a t e r
s a m p l e s t h a t h a d a h i gh p H . P e r h a p s t h e f a c t o r s t h a t a r e o c c u r ri n g t o c a u s e a l k a l i n i t y i n
t h e gr o u n d w a t e r a l s o a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e t o x i c i t y o b s e r v e d . R e g a r d l e s s o f t h e c a u s e ,
a l l o f t h e t o x i c i t y d i s a p p e a r e d a f t e r t h e in j e c t i o n s y s te m w a s t e r m i n a t e d .
T a b l e 4 . 1 sh o w s t h e E C 5 0 v a l u e s o f s e v e r a l p o s s i b l e d e gr a d a t i o n p r o d u c t s t h a t
m i g h t b e e x p e c t e d t o b e f o r m e d d u ri n g m e t h a n o t r o p h i c b i o d e gr a d a t i o n o f T C E . T C E ,
d i c h l o r o a c e t i c a c i d , t ri c h l o r o a c e t i c a c i d , a n d t ri c h l o r o e t h a n o l w e r e t h e c o m p o u n d s t e s t e d .
T CE h a s a n E C 5 0 o f 12 3 m g /L (p pm ). O n l y t ri c h l o r o e t h a n o l e x h i b i t s a t o x i c r e sp o n s e
g r e a t e r t h a n T C E , w i t h a n E C5 0 o f 3 1 m g/ L . I n t e r e s t i n g l y , t ri c h l o r o e t h a n o l i n t h e g r o u n d
w a t e r m i g h t c a u s e a h i g h p H . U n f o r t u n a t e l y n o a n a l y t i c a l t e s t s w e r e d o n e t o d e t e r m i n e
w h e t h e r t ri c h l o r o e t h a n o l w a s p r e s e n t i n t he g r o u n d w a t e r s a m p l e s .
E C 5 0 (9 5 % C I )
C o m p o u n d (m g / L )
T ri c h l o r o e t h y l e n e 12 3 (4 5 - 3 3 7 )
D i c h l o r o a c e t i c A c i d 3 9 1 ( 12 4 - 12 3 7 )
T ri c hl o r o a c e t ic A c i d > 10 0 0
2 , 2 , 2 - t ri c h l o r o e t h a n o l 3 1 (2 3 - 4 2 )
T a b l e 4 . 1 . E C 5 0 o f p o s s i b l e m e t h a n o t r o p h i c m e t a b o l i t e s o f
T C E a s d e t e r m i n e d b y M i c r o t o x
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G r o u n d Wa t e r S a mp l e s - M u t a t o x ®
T h e M u t a t o x ® A s s a y w a s u s e d t o e v a l u a t e t h e g e n o t o x ic i t y o f v a r i o u s g r o u n d
w a t e r s a m p l e s d u r in g a n d a f t e r t h e i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n a t t h e S R S . T h e g r o u n d w a t e r
s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m a l l 12 w e l l s a t t h e b e g i n n i n g (3/ 17/ 9 2 ) a n d t h e e n d (9/ 15/ 9 3 ) o f t h e
b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n w e r e a s s a y e d w i t h M u t a t o x
®
. G r o u n d w a t e r s a m p l e s
c o l l e c t e d f r o m f o u r w e l l s a t v a r i o u s l o c a t i o n s a t t h e s i t e ; m h t - l c , m h t - 4 c , m h t - 7 c , a n d
m h t - 8 c
,
w e r e a s s a y e d o n t h e s a mp l e da t e w hi c h imm e d i a t e l y f o l l o w e d t h e e n d o f e a c h
c a m p a i g n . T h e d a t e s o f e a c h c a mp a i g n a r e s h o w n o n T a b l e 3 . 1 . T h e s a m p l e s f r o m m h t
-
10 c c o l l e c t e d 1 0/ 14/ 9 2 , t h e d a t e p r e c e d i n g t h e fi r s t ap p e a r a n c e o f t o x i c i t y d e t e c t e d b y
M i c r o t o x ®
,
t hr o u g h 9/ 15/ 9 3 w e r e a l s o a s s a y e d .
G r o u n d w a t e r s a m p l e s r e g i s t e r e d g e n o t o x i c m o r e o f t e n w i t h t h e b u f f e r m e d i a t h a n
w i t h t h e b u f f e r w i t h S- 9 m e d i a (F i g u r e s 4 . 10 , 4 . 1 1 , 4 . 1 2 , 4 . 13 , 4 . 1 4 , a n d 4 . 1 5 ) . T h i s
s u g g e s t s t h a t t h e c o n t a m i n a n t s a r e i n a r e a c ti v e f o r m i n t h e g r o u n d w a t e r , a n d t h a t t h e s e
g e n o t o x i c a g e n t s i n t he w a te r s a mp l e s a r e d e t o x i fi e d b y t h e r a t l i v e r e n z y m e s (S- 9 ) . T h e s e
r e s u l t s a r e f a v o r a b l e f r o m a p u b h c h e a l t h s t a n d p o in t b e c a u s e th e e v i d e n c e i n f e r s t h a t ri s k
m i gh t de c r e a s e a f t e r t he w a t e r i s m e t a b o l i z e d by t he l i v e r .
T h e r e d o e s n o t s e e m t o b e a n y di f f e r e n c e b e t w e e n t h e g e n o t o x i c i t y o f t h e w a t e r
s a m p l e s c o l l e c t e d a t t h e b e g i n n in g (3/ 17 /9 2 ) a n d t h e e n d (9/ 15/ 9 3 ) o f t h e b i o r e m e d i a ti o n
d e m o n s t r a ti o n i n e i t h e r t h e b u f fe r o r bu f f e r w i t h S - 9 m e di a (F i g u r e s 4 . 10 a n d 4 . 1 1) .
O v e r a l l
,
i t d o e s n o t a p p e a r t h a t t h e b i o r e m e d i a ti o n a f f e c t e d t h e g e n o t o x i c i t y o f t he g r o u n d
w a t e r .
N o p a t t e r n s a r e a p p a r e n t i n t h e ge n o t o x i c i t y o f t h e g r o u n d w a t e r s a m p l e s o v e r
ti m e i n r e l a t i o n t o t h e i n j e c ti o n c a m p a i gn (F i g u r e s 4 . 12 a n d 4 . 13 ) . T h e g e n o t o x i c i t y o f t h e
w a t e r s a m p l e s fl u c t u a t e s s o m e w h a t o v e r t im e i n t h e b u f f e r m e d i u m a n d e v e n m o r e s o i n
t he b u f f e r w i t h S - 9 m e d i u m . M o r e d a t a p o i n t s w o u l d b e n e c e s s a r y i n o r d e r t o d e t e r m i n e
w h e t h e r a p a r ti c u l a r i n j e c ti o n r e g im e a f f e c t s t h e a p p e a r a n c e a n d / o r d i s a p p e a r a n c e o f
g e n o t o x i c i t y .
5 2
S^
■ 3 / 1 7/ 9 2
■ 9 / 14 / 9 3
W e l l
F i g u r e 4 . 10 . G e n o t o x i c r e s p o n s e s o f g r o u n d w a t e r , i n b u l Te r m e d i u m ,
c o l l e c t e d a t t h e s t a r t a n d a t t h e fi n i sh o f t h e i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n
d e m o n s t r a t i o n a t t h e Sa v a n n a h R i v e r Si t e . (+ ) i n d i c a t e s a g e n o t o x i c
r e s p o n s e a n d (o ) i n d i c a t e s t h a t n o ge n o t o x i c r e s p o n s e w a s o b s e r v e d .
■ 3 / 17 / 92
■ 9/ 14/ 93
F i gu r e 4 . 1 1 . G e n o t o x i c r e s p o n s e s o f gr o u n d w a t e r , i n b u f f e r m e d i u m w i t h
S - 9 , c o l l e c t e d a t t h e s t a r t a n d a t t h e f i n i s h o f t h e i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n
d e m o n s t r a t i o n a t t h e S a v a n n a h R i v e r S i t e . (+ ) i n d i c a t e s a g e n o t o x i c
r e s p o n s e a n d (o ) i n d i c a t e s t h a t n o g e n o t o x i c r e sp o n s e w a s o b s e r v e d .
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m h t - l c m h t - 4 c m h t - 7 c
W e ll
m h t - l Oc
■ 3/ 17/ 9 2
M 4/ 28 / 92
^ 8/ 4 / 9 2
B 10 / 2 7 / 9 2
H 12 / 1 5/ 9 2
H 1/ 26 / 93
g 5/ 3 / 93
d 8/ 5/ 93
D 9/ 14 / 93
F i g u r e 4 . 12 . G e n o t o x i c r e s p o n s e s o f g r o u n d w a t e r s a m p l e s , i n b u f f e r
m e d i u m , c o l l e c t e d a f t e r t h e c o m p l e t i o n o f e a c h i n j e c t i o n c a m p a i g n . (+ )
i n d i c a t e s a g e n o t o x i c r e s p o n s e a n d (o ) i n d i c a t e s t h a t n o g e n o t o x i c r e s p o n s e
w a s o b s e r v e d .
m h t - l c m h t - 4 c m h t - 7 c
W e l l
m h t - I Oc
■ 3 / 17/ 92
M 4/ 28 / 9 2
P 8/ 4/ 92
■ 10 / 2 7/ 92
■ 12 / 15 / 92
H 1/ 2 6/ 93
M 5 / 3 / 93
H 8 / 5 / 93
D 9 / 14 / 93
F i g u r e 4 . 13 . G e n o t o x i c r e sp o n s e s o f r e p r e s e n t a t i v e g r o u n d w a
t e r
s a m p l e s , i n b u f f e r m e d i u m w i t h S - 9 , c o l l e c t e d a f t e r t h e c o m p l e t i o n o f e a c h
i n j e c t i o n c a m p a i gn . (+ ) i n d i c a t e s a g e n o t o x i c r e s p o n s e a n d (o ) i n d i c a t e s t h a t
n o g e n o t o x i c r e sp o n s e w a s o b se r v e d .
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D a t e
F i g u r e 4 . 1 4 . G e n o t o x i c r e s p o n s e s o f g r o u n d w a t e r s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m
m h t - l Oc i n b u f fe r m e d i u m o v e r t im e . (+ ) i n d i c a t e s a g e n o t o x i c r e s p o n s e a n d
(o ) i n d i c a t e s t h a t n o g e n o t o x i c r e s p o n s e w a s o b s e r v e d . (T ) i n di c a t e s s a m p l e s
t h a t w e r e t o x i c a s d e t e r m i n e d b y M i c r o t o x ® .
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F i g u r e 4 . 15 . G e n o t o x i c r e s p o n s e s o f g r o u n d w a t e r s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m
m h t - l Oc i n b u f f e r m e d i u m w i t h S - 9 . (+ ) i n d i c a t e s a ge n o t o x i c r e s p o n s e a n d
(o ) i n di c a t e s t h a t n o g e n o t o x i c r e s p o n s e w a s o b s e r v e d . (T ) i n d i c a t e s s a m p l e s
t h a t w e r e t o x i c a s d e t e r m i n e d b y M i c r o t o x
®
.
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T h e r e d o e s n o t a p p e a r t o b e a n y d i r e c t r e l a t i o n s h i p b e t w e e n g e n o t o x i c i t y
d e t e r m i n e d b y M u t a t o x ® a n d a c u t e t o x i c i t y a s d e t e r m i n e d b y M i c r o t o x ® (F i g u r e s 4 . 14 a n d
4 . 15 ) . F i g u r e s 4 . 14 a n d 4 . 15 s h o w t h e g e n o t o x i c r e s p o n s e s o f w a t e r s a m p l e s c o l l e c t e d
fr o m m h t - l Oc fr o m t h e s a m p l e c o l l e c t e d b e f o r e t o x i c i t y (a s d e t e r m i n e d by M i c r o t o x ® ) w a s
o b s e r v e d u n t i l t he e n d o f t h e d e m o n s t r a t i o n . T h e
"
T
"
a b o v e t h e b a r s o n t h e gr a p h s
r e p r e s e n t s a m p l e s i n w h i c h a c u t e t o x i c i t y w a s o b s e r v e d . I t i s o b v i o u s t h a t n o d i r e c t
r e l a t i o n s h i p e x i s t s b e t w e e n t h e a p p e a r a n c e o f g e n o t o x i c i t y a n d a c u t e t o x i c i t y .
S e d im e n t S a mp l e s — M i c r o t o x ®
T h e M i c r o t o x ® So l i d P h a s e A s s a y w a s u s e d t o e v a l u a t e t o x i c i t y o f s e d i m e n t s
c o l l e c t e d f r o m t h e Sa v a n n a h R i v e r S i t e . B o r e h o l e s fr o m w h i c h s e d i m e n t s w e r e c o l l e c t e d
a r e s h o w n i n F i g u r e 3 . 3 . Se d i m e n t s f r o m e a c h b o r e h o l e w e r e c o l l e c t e d a t t e n f o o t
i n c r e m e n t s fr o m 10 f e e t (3 . 0 5 m e t e r s ) t o 13 0 f e e t (3 9 . 6 m e t e r s ) . Se d i m e n t s c o l l e c t e d
fr o m 9 0 f e e t (2 7 . 4 m e t e r s ) a n d a b o v e w e r e u s e d a s c o n t r o l s a m p l e s , a s a b o v e 10 0 f e e t
(3 0 . 5 m e t e r s ) i s c o n s i d e r e d t h e u n c o n t a m i n a t e d z o n e . Se d i m e n t s a m p l i n g o c c u r r e d a t
t h r e e t i m e p o i n t s , 7 / 9 2 , 1/ 9 3 , a n d 5/ 93 . Se d i m e n t s c o l l e c te d fr o m a d j a c e n t b o r e h o l e s a t
d i f fe r e n t t im e p o i n t s w e r e g r o u p e d in
"
c l u s t e r s " (F i g u r e 3 . 3 a n d T a b l e 3 . 2 ) a n d c o mp a r e d
t o e a c h o t h e r f o r c h a n g e s i n t o x i c i t y o v e r t i m e . C l u s t e r 1 i n c l u de s s e d i m e n t s f r o m
b o r e h o l e s m h v - 1 1 (7/ 9 2 ) , m h c - 5 ( 1/ 9 3 ) , a n d m h c - 8 (5 / 9 3) . C l u s t e r 2 i n c l u d e s s e d i m e n t s
fr o m b o r e h o l e s m h c - 1 (7 / 9 2) , m h c - 4 ( 1/ 9 3) , a n d m h c - 10 (5 / 9 3) . C l u s t e r 3 i n c l u d e s
s e d im e n t s fr o m b o r e h o l e s m h c - 2 (7/ 9 2 ) , m h c - 7 ( 1/ 9 3) , a n d n i hc - 15 (5/ 9 3 ) . C l u s t e r 4
i n c l u d e s s e d im e n t s fr o m b o r e h o l e s n i h c - 3 (7/ 9 2 ) , m h c - 6 ( 1/ 9 3 ) , a n d m h c - 14 (5 / 9 3 ) .
Se d i m e n t s c o l l e c t e d f r o m f o u r a dd i t i o n a l b o r e h o l e s d u r i n g t h e 5/ 9 3 s a m pU n g w e r e
d e s i g n a t e d m h c - 9 m h c - l l , m h c - 12 , a n d m h c - 13 . T h e s e s e di m e n t s w e r e n o t c o l l e c t e d f r o m
b o r e h o l e s a dj a c e n t t o s e d i m e n t s c o l l e c t e d du r in g e a r l i e r s a m p l i n g s a n d h e n c e w e r e n o t
i n c l u d e d i n a n y o f t he c l u s t e r c o m p a r i s o n s .
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T h e E C 5 0 I n d i c e s o f t h e c o n t r o l s a m p l e s w e r e a v e r a g e d t o o b t a i n a r e f e r e n c e
v a l u e t o w h i c h t h e t o x i c i t y v a l u e s i n th e c o n t a m i n a t e d z o n e c o u l d b e c o m p a r e d . T h e
a v e r a g e E C 5 0 I n d e x a n d c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f a l l t h e c o n t r o l s e d im e n t s w e r e 2 7 . 7 ( 14 . 5 -
5 7 . 7 ) . A s e d im e n t w a s l a b e l e d a s s i g n if i c a n t l y t o x i c i f i t s c o n f i d e n c e i n t e r v a l s d i d n o t
o v e r l a p t h e c o n f i d e n c e i n t e r v a l s o f t h e c o n t r o l a v e r a ge . T h e s e d im e n t s t h a t e x h i b i t e d
s i g n i f i c a n t t o x i c i t y c a n b e s e e n i n T a b l e 4 . 2 .
F o u r t e e n s e d i m e n t s o u t o f t h e 64 s e d im e n t s i n t h e c o n t a m i n a t e d z o n e w e r e
s i g n i f i c a n t l y t o x ic (T a b l e 4 . 2 a n d F i g u r e s 4 . 1 6 t h r o u g h 4 . 2 3) . O f t h e s e 1 4 t o x i c s e d i m e n t s ,
t w o w e r e a t a d e p t h o f 10 0 f e e t (30 . 5 m e t e r s ) b e l o w th e s u r f a c e , s i x w e r e a t a d e p t h o f
1 10 f e e t (3 3 . 5 m e t e r s ) b e l o w t h e s u r f a c e , f i v e w e r e a t 12 0 f e e t (3 6 . 6 m e t e r s ) b e l o w t h e
s u r f a c e , a n d o n e w a s a t 13 0 f e e t (3 9 . 6 m e t e r s ) b e l o w t h e s u r f a c e . A l l o f t h e t o x i c
s e d im e n t s w e r e c l a y s e d i m e n t s . H o w e v e r t he i n v e r s e i s n o t t r u e , n o t a l l c l a y s e d im e n t s
w e r e t o x i c . F o r t y - fi v e p e r c e n t o f t h e c l a y s e d im e n t s i n t h e c o n t a m i n a t e d z o n e (1 4 / 3 1)
e x h i b i t e d t o x i c i t y .
T h e f a c t t h a t a l l o f t h e t o x i c s e d im e n t s w e r e a t a d e p t h o f 1 10 - 13 0 fe e t (3 3 . 5 - 3 9 . 6
m e t e r s ) a g r e e w i t h t h e e v i de n c e c o l l e c t e d b y t h e l a b o r a t o r y a t t h e SR S t h a t m o s t o f t h e
c o n t a m i n a t i o n i s b e l o w 10 0 f e e t (3 0 . 5 m e t e r s ) . T he f ac t t h a t a l l o f t h e t o x i c s e d im e n t s
w e r e c l a y s e d im e n t s a g r e e s w i t h w h a t i s k n o w n a b o u t t h e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n
c o n t a m i n a n t s a n d c l a y s o i l s . C l a y s e d i m e n t s h a v e v e r y sm a l l g r a i n s i z e s w h i c h p r o v i d e s a
l o t o f s u r f a c e a r e a fo r c h e m i c a l s t o a d s o r b . C l a y s ed im e n t s a l s o t e n d t o h a v e s t r o n g
e l e c t r o s t a t i c c h a r ge s o n t h e i r s u r f a c e s . F o r t he s e t w o r e a s o n s , c l a y s t e n d t o b e s t r o n g
s o r b e r s . N o t o n l y a r e m a n y c o n t a m i n a n t s a t t r a c t e d t o c l a y s e d i m e n t s , t h e y ar e d i f f i c u l t t o
r e m o v e (F e t t e r , 19 8 8 ) .
F e w s i g n i f i c a n t d if fe r e n c e s w e r e o b se r v e d w i t h i n c l u s t er s , o r b e t w e e n a dj a c e n t
b o r e h o l e s , c o l l e c t e d o v e r t im e . Se d i m e n t s w i t h o u t o v e r l a p p i n g c o n f i d e n c e i n t e r v a l s w e r e
l a b e l e d a s b e i n g s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t . O n l y se d i m e n t s o f t h e s a m e t yp e w e r e c o m p ar e d .
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Se d i m e n t E C 5 0 I n d e x a n d
S a m p l e s 95 % C o n fi d e n c e I n t e r v a l s
C Q i i g g t g a 7 /92
m h c - l l l O f t 10 6 (9 9 - 1 13 6 )
m h c - 1 12 0 f t 7 8 (6 8 - 8 8 )
C o l l e c t e d 1 /9 3
m h c - 4 1 10 f t 1 1 5 (8 3 - 1 5 9 )
m h c - 4 1 2 0 f t 122 (9 6 - 154 )
mh c - 6 10 0 f t 2 0 8 ( 14 9 - 2 9 4 )
m h c - 7 1 10 f t 16 1 ( 13 1 - 2 0 0 )
C 9 l l p c t g d 5/ 9 3
m h c - 8 1 10 f t 12 5 (9 9 - 159 )
m h c - 9 12 0 f t 18 5 (9 9 - 34 5)
m h c - 9 130 f t 9 5 (85 - 1 0 8)
mh c - 10 12 0 f t 12 2 (7 9 - 1 89 )
m h c - 12 1 10 f t 12 8 (6 1 - 2 7 0 )
mh c - 13 1 10 f t 19 2 ( 12 2 - 30 3 )
m h c - 14 10 0 f t 8 7 (6 2 - 12 2 )
m h c - 14 12 0 f t 8 1 (6 0 - 1 10 )
T a b l e 4 . 2 . E C 5 0 I n d e x e s a n d c o n fi d e n c e i n t e r v a l s o f s e d i m e n t
s a m p l e s t h a t e x h i b i t e d t o x i c i t y s i g n i fi c a n t l y a b o v e
t h e m e a n o f t h e c o n t r o l s .
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m ti v - l 1 ( c o lle c t e d 7 / 9 2 ) H m h c - 5 (c o lle c t e d 1/ 9 3 ) ■ m hic - 8 ( c o lle c t e d 5 / 9 3 )
F i gu r e 4 . 1 6 . T o x i c i t y o f s e d im e n t s c o l l e c t e d f r o m C l u s t e r 1 . (—) i n d i c a t e s a v e r a ge t o x i c i t y v a l u e o f t h e
c o n t r o l s e d i m e n t s . Se d i m e n t s a b o v e t h i s v a l u e a r e c o n s i d e r e d t o x i c . (C ) d e s i g n a t e s a c l a y s e d im e n t , (S)
d e s i g n a t e s a s a n d y s e d i m e n t , a n d (L ) d e s i g n a t e s a s i l t y s e d im e n t . * i n d i c a t e s a d e p t h i n w h i c h a s i gn i fi c a n t
c h a n g e i n t o x i c i t y w a s o b s e r v e d . T h e r e i s a s i gn i fi c a n t d e c r e a s e fi
'
o m m h v - 1 1 t o m h c - 5 a t 1 10 fe e t a n d a
s i g n i f i c a n t i n c r e a s e f r o m mh c
- 5 t o m h c - 8 a t 1 10 f e e t . 0 0
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D e p t h
m h c - 1 ( c o lle c t e d 1/ 9 2 ) H m h c - 4 ( c o lle c t e d 1/ 9 3 ) ■ m h c - 10 ( c o ll e c t e d 5 / 9 3 )
F i g u r e 4 . 1 7 . T o x i c i t y o f s e d im e n t s c o l l e c t e d f r o m C l u s t e r 2 . (—) i n d i c a t e s a v e r a g e t o x i c i t y v a l u e o f t he
c o n t r o l s e d im e n t s . S e d im e n t s a bo v e t h i s v a l u e a r e c o n s i d e r e d t o x i c . (C ) d e s i gn a t e s a c l a y s ed im e n t , (S)
d e s i g n a t e s a s an d y s e d im e n t , a n d (L ) d e s i gn a t e s a s i l t y s e d i m e n t . * i n d i c a t e s a d e p th i n w h i c h a s i g n i fi c a n t
c h a n ge i n t o x i c i t y w a s o b s e r v e d . T h e r e i s a s i g n i f i c a n t d e c r e a s e f r o m n ih c - 4 t o m h c - 10 a t 1 10 f e e t .
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m h c - 2 ( c o lle c t e d 7 / 9 2 ) H m h c - 7 (c o lle c t e d 1/ 9 3 ) ■ m h o - 15 ( c o lle c t e d 5 / 9 3 )
F i g u r e 4 . 1 8 . T o x i c i t y o f s e d im e n ts c o l l e c t e d f r o m C l u s te r 3 . (
—) i n d i c a t e s a v e r a g e t o x i c i t y v a l u e o f t h e
c o n t r o l s e d i m e n t s . Se di m e n t s a b o v e t h i s v a l u e a r e c o n s i d e r e d t o x i c . (C ) d e s i g n a t e s a c l a y s e d im e n t , ( S)
d e s i g n a t e s a s an d y s e d im e n t , a n d (L ) d e s i gn a t e s a s i l t y s e d im e n t .
* i n di c a te s a de p t h a t w h i c h a s i g n i f i c a n t
c h a n g e i n t o x i c i t y w a s o b s e r v e d . T h e r e i s a s i gn i f ic a n t i n c r e a s e f r o m m h c
- 2 t o m h c - 7 a t 1 10 fe e t . 8
2 50 T
200 - -
> c 15 0 t
c
o
8
100 - -
5 0
0
■ : : H |B :^ «
l O f t 2 0 ft 30 ft 4 0 ft 5 0 ft 6 0 ft 7 0 ft 80 ft 9 0 ft 10 0 ft 1 10 ft 120 ft 130 ft
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nn h c - 3 ( c o lle c t e d 7 / 9 2 ) II n n h c - 6 ( c o lle c t e d 1 / 9 3 ) ■ m h c - 14 ( c o lle c t e d 5 / 9 3 )
F i g u r e 4 . 1 9 . T o x i c i t y o f s e d im e n t s c o l l e c t e d f r o m C l u s t e r 4 . (— ) i n d i c a t e s a v e r a g e t o x i c i t y v a l u e o f t he
c o n t r o l s e d i m e n t s . Se d im e n t s a bo v e th i s v a l u e a r e c o n s i d e r e d t o x i c . (C ) d e s i g n a t e s a c l a y s e d i m e n t , (S)
d e s i g n a t e s a s a n d y s e d i m e n t , a n d (L ) d e s i g n a t e s a s i l t y s e d i m e n t . * i n d i c a t e s a de p t h i n w h i c h a s i g n i f i c a n t
c h a n g e i n t o x i c i t y w a s o b s e r v e d . T h e r e i s a s i g n if i c a n t d e c r e a s e f r o m m h c - 6 t o m h c - 14 a t 100 fe e t . O S
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m ti c - 9 ( c o lle c t e d 5 / 9 3 )
F i g u r e 4 . 2 0 . T o x i c i t y o f s e d im e n t s c o l l e c t e d f r o m m h c
- 9 . (—) i n d i c a t e s a v e r a g e t o x i c i t y v a l u e o f t h e
c o n t r o l s e di m e n t s , (c ) d e s i g n a t e s a c l a y s e d i m e n t , (S) d e s i g n a t e s a s a n d y s e d i m e n t , a n d (L ) d e s i g n a t e s a s i l t y
s e di m e n t .
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m h c - 1 1 c o lle c t e d 5 / 9 3
F i g u r e 4 . 2 1. T o x i c i t y o f s e d i m e n t s c o l l e c t e d f r o m m h c - 1 1 . (—) i n d i c a t e s a v e r a g e t o x i c i t y v a l u e o f t he
c o n t r o l s e d im e n t s , (c ) d e s i g n a t e s a c l a y s e d i m e n t , (S) d e s i g n a t e s a s a n d y s e d i m e n t , a n d (L ) d e s i g n a t e s a s i l t y
s e di m e n t .
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D e p t h
m h c - 1 2 c o lle c t e d 5 / 9 3
F i g u r e 4 . 2 2 . T o x i c i t y o f s e d im e n t s c o l l e c t e d f r o m m h c - 12 . (—) i n d i c a t e s a v e r a g e t o x i c i t y v a l u e o f t h e
c o n t r o l s e d i m e n t s , (c ) d e s i g n a t e s a c l a y s e d i m e n t , (S) d e s i gn a t e s a s a n d y s e d im e n t , a n d (L ) d e s i g n a t e s a s i l t y
se di m e n t .
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m h c - 13 c o lle c t e d 5 / 9 3
F i g u r e 4 . 2 3 . T o x i c i t y o f s e d im e n t s c o l l e c t e d f r o m m h c - 13 . (—) i n d i c a t e s a v e r a g e t o x i c i t y v a l u e o f t h e
c o n t r o l s e di m e n t s , (c ) d e s i g n a t e s a c l a y s e d im e n t , (S) d e s i gn a t e s a s a n d y s e d i m e n t , a n d (L ) d e s i gn a t e s a si l t y
s e di m e n t .
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f o r e x a m p l e , c l a y s w e r e n o t c o mp a r e d t o s a n d s , i n o r d e r t o e l i m i n a t e a n im p o r t a n t
c o n f o u n d i n g f a c t o r : s o i l t y p e . S i g n if i c a n t d i f f e r e n c e s w i t h i n e a c h c l u s t e r a t a g i v e n d e p t h
c a n b e s e e n o n T a b l e 4 . 3 . I n C l u s t e r 1 t h e r e w a s a s i g n i fi c a n t d e c r e a s e b e t w e e n m h v - 1 1
(7 / 9 2 ) a n d r n h c - S ( 1/ 9 3 ) a t 1 10 f e e t (33 . 5 m e t e r s ) , a n d a s i g n i f i c a n t i n c r e a s e be t w e e n m h c -
5 ( 1/ 9 3 ) a n d m h c - 8 (5 / 9 3 ) a t t h e s a m e d e p t h (F i g u r e 4 . 1 6 ) . I n C l u s t e r 2 t h e r e w a s a
s i g n if i c a n t d e c r e a s e b e t w e e n m h c
- 4 ( 1/ 9 3 ) a n d mh c - 1 0 (5 / 9 3 ) a t 1 10 f e e t ( 3 3 . 5 m e t e r s )
(F i gu r e 4 . 17 ) . I n C l u s t e r 3 t h e r e w a s a s i g n i fi c a n t i n c r e a s e be t w e e n m h c - 2 (7/ 9 2 ) a n d
m h c - 7 (1/ 9 3 ) a t 1 10 f e e t (33 . 5 m e t e r s ) . T h e E C 50 I n d e x o f m h c - 15 (5/ 9 3) a t 1 10 fe e t
(3 3 . 5 m e t e r s ) i s m u c h l o w e r t h a t th e E C 5 0 I n d e x o f m h c - 7 ( 1/ 9 3 ) a t 1 10 f e e t (3 3 . 5
m e t e r s ) , h o w e v e r t h e c o n f i d e n c e i n te r v a l i s q u i t e l a r g e , s o t h e c r i t e r i o n f o r a s i g n i f i c a n t
d e c r e a s e i s n o t m e t (F i g u r e 4 . 1 8) . I n C l u s te r 4 , a s i gn i f i c a n t d e c r e a s e i s s e e n a t 10 0 f e e t
(3 0 . 5 m e t e r s ) b e t w e e n m h c - 6 ( 1/ 9 3 ) a n d m h c - 1 4 (5/ 9 3 ) (F i gu r e 4 . 1 9 ) .
C l u s t e r D e p t h S i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e
1 1 10 f e e t ' d e c r e a s e be t w e e n mh v - 1 1 (7 / 9 2 ) a n d m h c - 5 (1/ 9 3 )
• i n c r e a s e b e t w e e n m h c - 5 (1 / 9 3) a n d m h c - 8 (5/ 9 3 )
2 1 10 f e e t ' d e c r e a s e be t w e e n m h c - 4 ( 1/ 9 3 ) a n d m h c - 10 (5/ 9 3 )
3 1 10 f e e t ' i n c r e a s e b e t w e e n mh c - 2 (7 / 9 2 ) a n d m h c - 7 ( 1/9 3 )
4 10 0 f e e t ' d e c r e a s e be t w e e n m h c - 6 ( 1/ 9 3 ) a n d m h c - 14 (5/ 9 3 )
F i g u r e 4 . 3 . S i gn i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e tw e e n c l a y s e d im e n ts w i t h i n a c l u s t e r .
S i g n i fi c a n t di f f e r e n c e s w i th i n c l u s t e r s w e r e a l s o s e e n a t d e p t h s w i t h d i f f e r e n t s o i l
t y p e s (T a b l e 4 . 4 ) . T h e s e o b s e r v a t i o n s s u p p o r t t h e r e s u l t s a l r e a d y s t a t e d t h a t c l a y
s e d im e n t s t e n d t o be m o re t o x i c t h a n s a n d y s e d im e n t s . I n C l u s t e r 2 t h e r e w a s a s i g n i fi c a n t
d e c r e a s e a t a d e p th o f 13 0 f e e t (3 9 . 6 m e t e r s ) b e t w e e n m h c - 1 (7 / 9 2) , w h i c h i s a c l a y , a n d
m h c - 10 (5/ 9 3 ) w h i c h i s a s a n d . T h e c l a y s ed im e n t , m h c - 1 i s s i gn i fi c a n t l y gr e a t e r i n
t o x i c i t y t h a n m h c - 10 . T h e E C 5 0 I n d e x o f m h c - 4 (1/ 9 3 ) a t 1 3 0 f e e t (3 9 . 6 m e t e r s ) i s a l s o
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m u c h l a r g e r t h a n t h e E C 5 0 I n d e x o f m h c - 10 b u t h a s v e r y l a r g e c o n f id e n c e i n t e r v a l s , t h u s ,
d o e s n o t m e e t t h e c r i te r i a f o r a s i g n i f i c a n t di f f e r e n c e . Se v e r a l s i g n if i c a n t d i f f e r e n c e s
b e t w e e n c l a y a n d s a n d s e d i m e n t s c a n b e s e e n i n C l u s t e r 4 . A t 10 0 f e e t m h c - 3 (7 / 9 2 )
(s a n d ) i s s i gn i f i c a n t l y l e s s t o x i c t h a n m h c - 14 (5/ 9 3 ) (c l a y ) . A t 1 10 a n d 12 0 f e e t , bo t h
m h c - 3 (s a n d )a n d m h c - 6 ( 1/ 9 3) (s a n d ) a r e s i g n i f i c a n t l y l e s s t o x i c t h a n n i h c - 14 (c l a y ) . A t
13 0 f e e t , m h c - 3 ( s a n d ) i s s i g n i f i c a n t l y l e s s t o x i c t h a n m h c - 1 4 (c l a y ) . Se d i m e n t m h c
- 6
(s a n d ) h a s a l o w E C5 0 I n d e x , b u t be c a u s e i t h a s r a t he r l a r g e c o n f i d e n c e i n t e r v a l s , n o
s ta t e m e n t a b o u t s i gn if i c a n t d i f f e r e n c e be t w e e n m h c - 6 a n d m h c - 14 c a n b e m a de .
I t i s d i f f i c u l t t o s a y w h e t h e r t h e s e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s h a v e a n y r e l a t i o n s h i p t o
t h e b i o r e m e d i a t i o n a n d/ o r d e m o n s t r a t i o n . T h e y m a y b e a r e s u l t o f t h e i n s i t u
bi o r e m e d i a t i o n , o r t h e y m a y b e d u e t o t h e v a r i a b i l i t y o f t h e s e d im e n t s . B e c a u s e t h e
s e di m e n t s w e r e n o t t a k e n f r o m t h e e x a c t s a m e l o c a t i o n (w hi c h i s o b v i o u s l y im p o s s i bl e ) ,
t h e a s s u m p t i o n t h a t t h e y w e r e t h e s a m e a t t h e b e gi n n i n g o f t h e d e m o n s t r a t i o n m u s t b e
m a d e i n o r d e r t o c o m p a r e t h e m . T h i s i s a v e r y w e a k a s s u m p t i o n , e s p e c i a l l y s i n c e t h e r e
w a s n o t a l o t o f l a t e r a l c o n t i n u i t y i n t h e s u b s u r f a c e a t t h i s s i t e .
C l u s t e r D e p t h Si g n i fi c a n t d i f f e r e n c e
2 13 0 f e e t ' d e c r e a s e b e t w e e n m h c - 1 ( c l a y ) a n d m h c - 10 (s a n d )
4 10 0 f e e t - i n c r e a s e b e t w e e n m h c - 3 (s a n d ) a n d m h c - 14 (c l a y )
4 1 10 f e e t ' i n c r e a s e be t w e e n n i h c - 3 (s a n d ) a n d m h c - 14 (c l a y )
• i n c r e a se b e t w e e n m h c - 6 (s a n d ) a n d m h c - 14 (c l a y )
4 12 0 f e e t - i n c r e a s e b e t w e e n m h c - 3 (s a n d ) a n d m h c - 14 (c l a y )
• i n c r e a s e be t w e e n m h c - 6 (s a n d ) a n d m h c - 14 (c l a y )
4 13 0 f e e t ' i n c r e a s e b e tw e e n m h c - 3 (s a n d ) a n d m h c - 14 (c l a y )
F i g u r e 4 . 4 . Si g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n c l a y a n d sa n d s e d i m e n t s w i t h i n a
c l u s t e r .
V . C O N C L U S I O N S
Wa t e r s a m p l e s — M i c r o t o x
V e r y l i t t l e t o x i c i t y i n c r e a s e w a s s e e n i n t he g r o u n d w a t e r d u r i n g th e m e t h a n o t r o p h i c i n
s i t u T C E b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n .
T h e g r o u n d w a t e r s a m p l e s t h a t e x h i b i t e d t o x i c i t y w e r e fr o m w e l l s i n a n a r e a p e r i p h e r a l t o
t h e t r e a tm e n t z o n e .
T o x i c i t y t h a t a p p e ar e d i n t he gr o u n d w a t e r d u r i n g the b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n w a s
t r a n s i e n t a n d di s a p p e a r e d a f t e r t h e s y s t e m w a s t e r m i n a t e d .
S e d im e n t s a mp l e s - M ic r o t o x
L e v e l s o f t o x i c i t y i n t h e s ed im e n t s a m p l e s s i g n i fi c a n t l y a b o v e t he c o n t r o l l e v e l s w e r e f o u n d
i n c l a y s e di m e n t s b e l o w 10 0 fe e t .
E n d p o i n t p r e c i s i o n i s s o m e w h a t v a r i a b l e w i t h t h e S o l i d P h a s e M i c r o t o x A s s a y , w h i c h
m a k e s d e t e r m i n i n g s i g n i f i c a n t di f f e r e n c e s d i f fi c u l t .
Wa t e r s a m p l e s —M u t a t o x
T h e r e w e r e g e n o t o x i c a ge n t s i n t h e g r o u n d w a t e r . T h e s e a ge n t s d i d n o t n e e d t o b e
a c t i v a t e d b y S
- 9 t o c a u s e t o x i c i t y .
I t s e e m s t h a t t h e ge n o t o x i c c o m p o u n d s w e r e de t o x i f i e d i n t h e p r e s e n c e o f S - 9 .
O v e r a l l
T h e i n s i t u b i o r e m e d i a t i o n d e m o n s t r a t i o n w a s a s u c c e s s w i t h r e sp e c t t o t o x i c i t y (a s
d e t e r m i n e d b y M i c r o t o x ® ) . T h e l e v e l o f t o x i c i t y i n t he gr o u n d w a t e r a n d s e d im e n t
s a m p l e s a t t h e e n d o f t h e d e m o n s t r a t i o n w a s l e s s t h a n o r e q u a l t o t h e i n i t i a l t o x i c i t y .
R E F E R E N C E S
A ge n c y f o r T o x i c Su b s t a n c e s a n d D i s e a s e R e gi s t r y : U . S . P u b l i c H e a l t h S e r v i c e .
19 8 9 . T o x i c o l o g i c a l P r o f i l e f o r T r i c h l o r o e t h y l e n e . A T SD R / T P - 8 8/ 2 4 .
A l v a r e z - C o h e n , L . , a n d P . M c C a r t y . 19 9 1. E f f e c t s o f t o x i c i t y , a e r a t i o n , a n d
r e d u c t a n t s u pp l y o n t r i c h l o r o e t h y l e n e t r a n s f o r m a t i o n b y a m i x e d m e t h a n o t r o p h i c
c u l t u r e . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 7 :2 2 8 - 2 3 5 .
A m e s , B . N . , J . M c C a n n , a n d E . Y a m a s a k i . 19 7 5 . M e t h o d s f o r d e t e c t i n g c a r c i n o g e n s
a n d m u t a g e n s w i t h t h e Sa lm o n e l l a / m smm a\[ i & n m i c r o s o m e m u t a g e n i c i t y te s t .
M u t a t i o n R e s . 3 1 : 3 4 7 - 3 64 .
A r c i e r o , D . , T . V a n e l l i , M . L o g a n , a n d A . B . H o o p e r . 1 9 8 9 . D e gr a d a t i o n o f
t r i c h l o r o e t h y l e n e b y t h e am m o n i a - o x i di z i n g b a c t e r i u m N i t r o s o m o n a s e u r o p a e a .
B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o m m u n . 15 9 : 64 0 - 6 4 3 .
B a r r i o - L a g e , G . A . , F . Z . P a r s o n s , a n d P . A . L o r e n z o . 1 9 8 8 . I n h i b i t i o n a n d
s t im u l a t i o n o f t r i c h l o r o e t h y l e n e b i o d e g r a d a t i o n i n m i c r o a e r o p h i l i c m i c r o c o sm s .
E n v i r o n . T o x i c o l . C h e m . 7 : 8 8 9- 89 5 .
B a r r i o - L a g e , G . A . , F . Z . P a r s o n s , a n d R . S . N a s s a r . 1 9 8 7 . K i n e t i c s o f t h e d e p l e t i o n
o f t r i c h l o r o e t h e n e . E n v i r o n . S c i . T e c h n o l . 2 1 : 3 6 6 - 37 0 .
B a r r i o - L a g e , G . A . , F . Z . P a r s o n s , R . S . N a s s a r , a n d P . A . L o r e n z o . 19 86 . Se q u e n t i a l
d e h a l o ge n a t i o n o f c hl o r i n a t e d e t he n e s . E n v i r o n S c i . T e c h n o l 2 0 :9 6 - 9 9 .
B a r r i o - L a g e , G . A . , F . Z . P a r s o n s , R . M . N a i b a i t z , a n d P . A . L o r e n z o . 1 9 9 0 .
E n h a n c e d a n a e r o b i c d e gr a d a t i o n o f v i n y l c hl o r i d e i n g r o u n d w a t e r . E n v i r o n . T o x i c o l .
C h e m . 9 :4 0 1- 4 15 ,
B a e k
,
N . H .
,
a n d P . R . J a f f e . 19 8 9 . T h e d e g r a d a t i o n o f t ri c h l o r o e t h y l e n e in m i x e d
m e t h a n o ge n i c c u l t u r e s . J . E n v i r o n . Q u a l . 1 8 :5 15 - 5 18 .
B r o h o l m , K . , B . K . J e n s e n , T . H . C h r i s t e n s e n , a n d L . O l s e n . 19 9 0 . T o x i c i t y o f 1 , 1 , 1 -
t r i c h l o r o e t h a n e a n d t ri c h l o r o e t h e n e o n a m i x e d c u l t u r e o f m e t h a n e - o x i d i z i n g b a c t e ri a .
A pp l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 6 : 24 8 8- 2 4 9 3 .
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B u l i c h
,
A . A . 1 9 84 . M i c r o t o x - a b a c t e r i a l t o x i c i t y t e s t w i t h s e v e r a l e n v i r o n m e n t a l
a p p l i c a t i o n s , I n : D . L . L i u a n d B . J . D u t k a (e d . ) T o x i c i t y Sc r e a m i n g P r o c e d u r e s
U s i n g B a c t e r i a l Sy s t e m s . M a r c e l D e k k e r , N e w Y o r k , p p . 5 5 - 6 4 .
C r e b e l l i
,
R .
,
G . C o n t i , L . C o n t i , a n d A . C a r e r e . 1 9 8 5 . M u t a g e n i c i t y o f
t r i c h l o r o e t h y l e n e , t ri c h l o r o e t h a n o l , a n d c h l o r a l h y d r a t e i n A s p e r g i l l u s n i d u l a n s . M u t .
R e s . 1 5 5 : 10 5 - 1 1 1 .
D a w s o n , B . V . , P . D . J o h n s o n , S . J . G o l d b e r g , a n d J . B . U l r e i c h . 1 9 9 0 . C a r d i a c
t e r a t o g e n e s i s o f t r i c h l o r o e t h y l e n e a n d d i c h l o r o e t h y l e n e i a m a mm a l i a n m o d e l .
J . A m . C o l l . C a r d i o l . 16 : 13 04 - 130 9 .
D e Z w a r t , D . a n d W . S l o o f f . 1 9 8 3 . T h e M i c r o t o x * a s a n a l t e m a t i v e a s s a y i n t h e a c u t e
t o x i c i t y a s s e s sm e n t o f w a t e r p o l l u t a n t s . A q u a t . T o x i c o l . 4 : 1 13
- 12 8 .
F a n
,
A . M . 19 8 8 . T r i c h l o r o e th y l e n e : w a t e r c o n t a m i n a t i o n a n d h e a l t h r i s k a s s e s s m e n t .
R e v . E n v i r o n . C o n t a m . T o x i c o l . 1 0 1 :5 5 - 9 2 .
F e t t e r
,
C . W . 19 8 8 . C h a p t e r 4 / n A p p l i e d H y d r o g e o l o gy , 2 n d e d i t i o n . M e r i l l M il l
P u b l i s h i n g C o mp a n y , C o l u m b u s , O h i o .
F l i e r m a n s , C . B . , T . J . P h e l p s , D . R i n g l e l b e r g , A . T . M i k e l l , a n d D . C . W h i t e . 19 8 8 .
M i n e r a l i z a t i o n o f t r i c h l o r o e t h y l e n e b y h e t e r o t r o p h i c e n r i c hm e n t c u l t u r e s . A p p l .
E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 4 : 17 0 9 - 17 14 .
F o g e l , M . M . , A . R . T u d d e o , a n d S . F o ge l . 1 9 8 6 . B i o d e g r a d a t i o n o f c h l o r i n a t e d
e t h e n e s b y a m e t h a n e - u t i Uz i n g m i x e d c u l t u r e s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 1 : 7 2 0 -
7 2 4 .
F o x , B . G . , J . G . B o r n e m a n n , L . P . W a c k e t t , a n d J . D . L i p s c o m b . 19 9 0 . H a l o a l k e n e
o x i d a t i o n b y th e s o l u b l e m e t ha n e m o n o o x y g e n a s e f r o m M e thy l o s i n u s t r i c h o sp o r i u m
O B 3 b : M e c h a n i s t i c a n d e n v u - o n m e n t a l im p l i c a t i o n s . B i o c h e m i s t r y . 2 9 : 6 4 19 - 6 4 2 7 .
F r e e d m a n , D . L . , a n d J . M . G o s s e t t . 19 8 9 . B i o l o g i c a l r e d u c t i v e d e c h l o r i n a t i o n o f
t e t r a c h l o r o e t h y l e n e a n d t r i c h l o r o e t hy l e n e t o e t h y l e n e u n d e r m e t h a n o g e n i c c o n d i t i o n s .
A p p l . E n v i r o n . M i c r o bi o l . 5 5 : 2 14 4
- 2 15 1 .
G o l d b e r g S . J . , M . D . L e b o v n t z , D . J . G r a v e r . 19 9 0 . A n a s o c i a t i o n o f hu m a n
c o n g e n i t a l c a r d i a c m a l f o r m a i i o n s a n d dr i n k i n g w a t e r c o n t a m i n a n t s . J . A m C o l l
C a r d i o l . 1 6 : 15 5 - 16 4 .
H e n s c h l e r D . a n d H . E l s a s s e r , W . R o m e r , a n d E . E d e r . 19 8 4 . C a r c i n o ge n i c i t y s t u d y
o f t r i c h l o r o e t h y l e n e w i t h a n d w i t h o u t e p o x i de s t a bi l i z e r s i n m i c e . J . C a n c e r R e s . C l i n .
O n c o l . 10 7 - 15 6 .
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H e r r e n - F r e u n d
,
S . L .
,
M . A . P e r e i r a
,
G . O l s e n
,
a n d A . B . D e A n g e l o . 1 9 8 7 . T h e
c ar c i n o g e n i c i t y o f t ri c h l o r o e t h y l e n e (T C E ) a n d i t s m e ta b o l i t e s t r i c h l o r o a c e t i c a c i d
(T C A ) a n d d i c h l o r o a c e t i c a c i d (D C A ) i n m o u s e li v e r . T o x i c o l . A p p l . P h a r m a c o l .
9 0 : 18 3 - 18 9 .
I n d o r a t o , A . M . , K . B . S n y d e r , a n d P . J . U s i n o w i c z . 1 9 84 . T o x i c i t y s c r e e n i n g u s i n g
M i c r o t o x a n a l y z e r . I n : D . L . L i u a n d B . J . D u t k a (e d . ) T o x i c i t y Sc r e e m i n g
P r o c e d u r e s U s i n g B a c t e r i a l S y s t e m s . M a r c e l D e k k e r , N e w Y o r k , p p . 3 7 - 5 2 .
I n f a n t e , P . F . , a n d T . A . T s o n g a s . 19 87 . M u t a g e n i c a n d o n c o g e n i c e f f e c t s o f
c h l o r o m e t h a n e s , c h l o r o e t h a n e s , a n d h a l o ge n a t e d a n a l o g u e s o f v i n y l c h l o r i d e .
E n v ir o n . Sc i R e s . 2 5 :3 0 1- 3 2 7 .
J o h n s o n , B . T . 19 9 2 a . A n e v a l u a t i o n o f a g e n o t o x i c i t y a s s a y w i t h l i v e r S
- 9 f o r a c t i v a t i o n
a n d l u m i n e s c e n t b a c t e r i a f o r d e t e c t i o n . E n v i r o n . C h e m . 1 1 :4 7 3 - 4 80 .
J o h n s o n , B . T . 19 9 2 b . P o t e n t i a l ge n o t o x i c i t y o f s e d im e n t s f r o m t h e G r e a t L a k e s .
E n v i r o n . T o x i c o l , a n d Wa t e r Qu a l . 7 : 3 7 3 - 3 9 0 .
K i n g , E . F . 1 9 8 4 . A c o mp a r a t i v e s t u d y o f m e t h o d s f o r a s s e s s in g t h e t o x i c i t y t o b a c t e r i a
o f si n g l e c h e m i c a l s a n d m i x t u r e s . I n : D . L . L i u a n d B . J . D u t k a (e d ) T o x i c i t y
S c r e e n i n g P r o c e d u r e s U s i n g B a c t e r i a l Sy s t e m s . M a r c e l D e k k e r , N e w Y o r k , p p . 1 7 4 -
19 4 .
K l e o p f e r , R . D . , D . M . E a s l e y , B . B . H a s s , J r . , T . G . D e i h l , D , E . J a c k s o n , a n d C . J .
W u r r e y . 19 8 5 . A n a e r o b i c d e gr a d a t i o n o f t r i c h l o r o e t h y l e n e i n s o i l . E n v i r o n . Sc i .
T e c h n o l . 1 9 : 2 7 7 - 2 7 9 .
K w a n , K . K . , B . J . D u t k a , S . S . R a o , a n d D . L i u . 19 9 0 . M u t a t o x T e s t : A n e w t e s t f o r
m o n i t o r i n g e n v i r o n m e n t a l g e n o t o x i c a g e n t s . E n v i r o n . P o l l . 6 5 : 3 2 3 - 3 32 .
L i t t l e
,
C . D . , A . V . P a l u m b o , S . E . H e r b e s , M . E . L i d s t r o m , R . L . T y n d a l l , a n d P . J .
G i l m e r . 1 9 8 8 . T r i c h l o r o e t h y l e n e bi o d e gr a d a t i o n b y a m e t h a n e - o x i di z i n g b a c t e r i u m .
A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 4 : 9 5 1- 9 56 .
L a g a k o s , S . W . , B . J . W e s s e n , a n d M . Z e l e n . 1 9 86 . A n a n a l y s i s o f c o n t am i n a t e d w e l l
w a t e r a n d h e a l t h e f f e c t s i n W o b u r n , M a s s a c h u s e t t s . J . A m . S t a t . A s s o c . 8 1 : 5 8 3 - 5 9 6 .
L o b e r C . P . , M . J . C . H e n d r i x , S . D i e z d e P i e z , a n d S . J . G o l d b e r g . 19 8 8 .
T r i c h l o r o e t h y l e n e : a c a r d i a c t e r a t o g e n i n d e v e l o p i n g c h i c k e m b r y o s . P e d i a t r . R e s .
2 4 : 7 4 0 - 7 4 4 .
M a l t i n i
,
C a n d G . L e f e m i n e . 197 4 . C a r c i n o g e n i c i t y b i o a s s a y s o f v i n y l c h l o r i d e . J .
R e s e a r c h p l a n a n d e a r l y r e s u l t s . E n v i r o n . R e s 7 : 3 87 .
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M i c r o b i c s C o r p o r a t i o n (a ) . H o w t o R u n T o x i c i t y T e s t s U s i n g t l i e M i c r o t o x M o d e l 5 0 0 .
P u b l i c a t i o n N o . 5 5 5 - 8 80 1- R l . B o o k l e t f r o m M i c r o b i c s C o r p . , C a r l s b a d , C A .
M i c r o b i c s C o r p o r a t i o n (b ) . 19 9 3 . M u ta t o x M a n u e l . B o o k l e t fr o m M i c r o b i c s C o r p . ,
C a r l s b a d , C A .
M u r r a y A . J . , a n d J . P . R i l e y . 1 9 7 3 . O c c u r r e n c e o f s o m e c h l o r i n a t e d a l i p h a t i c
h y d r o c a r b o n s i n t h e e n v i r o n m e n t . N a t u r e . 2 4 2 : 37
- 3 8 ,
N e l s o n , M . J . K . , J . A . C i o f f i , a n d H . S . B o r o w . 19 9 0 . I n s i t u b i o r e m e d i a t i o n o f T C E
a n d o t h e r s o l v e n t s . P r o c e e d i n g s o f Su p e r f u n d 90 . W a s h i n g t o n D . C . N o v . 2 6 - 2 8 .
p p . 8 0 0 - 80 6 .
N e l s o n , M . J . , J . V . K i n s e l l a , a n d T . M o n t o y a . 19 9 0 . I n s i t u b i o d e g r a d a t i o n o f T C E
c o n t a m i n a t e d g r o u n d w a t e r . E n v ir o n . P r o g . 9 : 19 0
- 19 6 .
N e l s o n , M . J . K . , S . O . M o n t o go m e r y , W . R . M a h a f f e y , a n d P . H . P r i t c h a r d . 1 9 8 7 .
B i o d e gr a d a t i o n o f t r i c h l o r o e t h y l e n e a n d i n v o l v e m e n t o f a n a r o m a t i c b i o d e g r a d a t i v e
p a t h w a y . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 3 : 94 9 - 9 5 4 .
N e l s o n , M . J . K . , S . O . M o n t o g o m e r y , E . J . O
' N e i l l , a n d P . H . P r i t c h a r d . 1 9 8 6 .
A e r o b i c m e t a b o U sm o f t r i c h l o r o e t h y l e n e b y a b a c t e r i a l i s o l a t e . A p p l . E n v i r o n .
M i c r o b i o l . 5 2 :3 8 3 - 38 4 .
N e l s o n , M . J . K . , S . O . M o n t o g o m e r y , a n d P . H . P r i t c h a r d . 19 8 8 . T r i c h l o r o e t h y l e n e
m e t a b o l i s m b y m i c r o o r g a n i s m s t h a t de gr a d e a r o m a t ic c o m p o u n d s . A p p l . E n v ir o n .
M i c r o b i o l . 5 4 :6 0 4 - 6 0 6 .
N e w m a n , L . M . , a n d L . P . W a c k e t t . 19 9 1. F a t e o f 2 , 2 , 2 - t r i c h l o r o a c e t a l d e h y d e (c h l o r a l
h y dr a t e ) p r o d u c e d d u r i n g t r i c h l o r o e t h y l e n e o x i d a t i o n b y m e t h a n o t r o p h s . A pp l .
E n v k o n . M i c r o b i o l . 5 7 : 2 3 9 9 - 24 02 .
N y e r , E . K . , a n d B . M o r e l l o . 19 9 3 . T r i c h l o r o e t h y l e n e t r e a t m e n t a n d r e m e di a t i o n .
G WM R . ? :9 8- 10 3 .
O l d e n h u i s , R . , J . Y . O e d z e s , J . J . V a n D e r W a a r d e , a n d D . B . J a n s s e n . 1 9 9 1 .
K i n e t i c s o f c h l o r i n a te d h y r d r o c a r b o n d e g r a d a t i o n b y M e t hy l o s i n u s t r i c h o s p o r i u m
0 B 3 b a n d t o x i c i t y o f t r i c h l o r o e t h y l e n e . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 7 : 7 - 14 .
O l d e n h u i s
,
R . , R . L . J . M . V i n k , D . B . J a n s s e n , a n d B . W i t h o l t . 19 8 9 . D e gr a d a t i o n
o f c h l o r i n a t e d a h p h a t i c h yd r o c a r b o n s b y M e t hy l o s i n u s t r i c ho sp o r i u m O B 3 b
e x p r e s s i n g s o l u b l e m e t h a n e m o n o o x y g e n a s e . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 5 : 2 8 19 -
2 82 6 .
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P h e l p s , T . J . , J . J . N i e d z e i l s k i , R . M . S c h r a m , S . E . H e r b e s , a n d D . C . W h i t e . 1 9 9 0 .
B i o d e g r a d a t i o n o f t r i c h l o r o e t h y l e n e i n c o n t i n u o u s - r e c y c l e e x p a n d e d - be d b i o r e a c t o r s .
A p p l . E n v ir o n . M i c r o b i o l . 5 6 : 1 7 0 2 - 17 09 .
Q u r e s h i , A . A . „ R . N . C o l e m a n , a n d J . H . P a r a n . 1 9 84 . E v a l u a t i o n a n d r e fi n e m e n t o f
t h e M i c r o t o x t e s t f o r u s e i n t o x i c it y s c r e e n i m g I n : D . L . L i e a n d B . J . D u t k a (e d )
T o x i c i t y Sc r e e n i n g P r o c e d u r e s U s i n g B a c t e ri a l Sy s t e m s . M a r c e l D e k k e r , N e w Y o r k ,
p p . 5 5 - 64 .
R a s c h e , M . E . , M , R . H y m a n , a n d D . J . A r p . 19 9 1 . F a c t o r s l i m i t i n g a l i p h a t i c
c h l o r o c a r b o n d e g r a d a t i o n by N i t r o s o m o n a s e u r o p a e a : C o m e t a bo l i c i n a c t i v a t i o n o f
a m m o n i a m o n o o x y g e n a s e a n d s u b s t r a t e s p e c i f i c i t y . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l .
5 7 :2 9 8 6 - 2 9 9 4 .
R i b o
, J . M . , a n d K . L . E . K a i s e r . 19 87 . P ho t o ba c t e ri w n p h o sp h o r e u m T o x i c i t y
B i o a s s a y . I . T e s t p r o c e d u r e s a n d a pp h c a t i o n s . T o x i c i t y A s s e s sm e n t : A n
I n t e rn a t i o n a l Q u a r t l y . 2 :3 0 5 - 3 2 3 .
Se m p r i n i , L . , P . V . R o b e r t s , G . D . H o p k i n s , a n d P . L . M c C a r t y . 19 9 0 . A f e i l d
e v a l u a t i o n o f i n - s i t u b i o d e gr a d a t i o n o f c hl o ri n a t e d e t h e n e s : P a r t 2 , r e s u l t s o f
b i o s t im u l a t i o n a n d b i o t r a n s f o r m a t i o n e x p e ri m e n t s . G r o u n d W a t e r . 2 8 : 7 15 - 7 2 7 .
Se w e l l , G . W . , S . A . G i b s o n , a n d H . H . R u s s e l l . 199 0 . A n a e r o b i c i n s i t u t r e a t m e n t o f
c h l o ri n a t e d e t h e n e s . p p 6 7 - 7 9 . I n : I n - s i t u bi o r e m e d i a t i o n o f g r o u n d w a t e r a n d
c o n t a m i n a t e d s o i l s . Wa t e r P o l l u t i o n C o n t r o l F e d e r a t i o n .
S e w e l l . 19 9 1 .
S h i e l d s , M . S . , S . O . M o n t g o m e r y , P . J . C h a pm a n , S . M . C u s k e y , a n d P . H .
P r i t c h a r d . 19 89 . N o v e l P a t h w a y o f t o l u e n e c a t a b o l i s m i n t h e t ri c h l o r o e t h y l e n e -
d e g r a d i n g b a c t e ri u m G 4 . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 5 : 16 2 4 - 16 2 9 .
Sh i e l d s , M . S . , S . O . M o n t g o m e r y , S . M . C u s k e y , P . J . C h a p m a n , a n d P . H .
P r i t c h a r d . 19 9 1 . M u t a n t s o f P s e u d o m o n a s c e p a c i a G 4 d e f e c t i v e in c a t a b o l i sm o f
a r o m a t i c c o m p o u n d s a n d t ri c h l o r o e t h y l e n e . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 7 : 19 3 5 -
19 4 1 .
So m a s u n d a r a m
,
L . , J . R . C o a t s , K . D . R a c k e , a n d H . M . S t a h r . 19 9 0 . A p p l i c a t i o n o f
t h e M i c r o t o x sy s t e m t o a s s e s s t h e t o x i c i t y o f pe s t i c i d e s a n d t he i r h y dr o l y s i s
m e t a b o l i t e s . B u l l . E n v ir o n . C o n t a m . T o x i c o l . 4 4 : 2 5 4 - 2 5 9 .
T s i e n , H . , G . A . B r u s s e a u , R . S . H a n s o n , a n d L . P . Wa c k e t t . 19 8 9 . B i o d e g r a d a t i o n
o f t ri c h l o r o e t hy l e n e b y M e t hy l o s i n u s t ri c h o s p r o i u m 0 B 3 b . A p p l . E n v i r o n .
M i c r o b i o l . 5 5 : 3 15 5 - 3 16 1.
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U c h i y a m a , H . , T . N a k a j i m a , O . Y a g i , a n d T . N a k a a h a r a . 19 9 2 . R o l e o f
h e t e r o t r o p h i c b a c t e ri a i n c o m p l e t e m i n e r a l i z a t i o n o f t ri c h l o r o e t h y l e n e b y M e t hy l o c y ti s
s p . St r a i n M . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 8 : 30 6 7
- 3 0 7 1.
V a n e l l i
,
T . , M . L o ga n , D . M . A r c i e r o , a n d A . B . H o o p e r . 1 9 9 0 . D e g r a d a t i o n o f
h a l o g e n a t e d a l i p h a t i c c o m p o u n d s b y t h e a m m o n i a - o x i d i z i n g b a c t e ri u m N i t r o s o m o n a s
e u r o p a e a . A pp l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 6 : 1 16 9
- 1 17 1 .
V a s s e u r , P . , F . B o i s , J . F . F e r a r d , a n d C . R a s t . 1 9 8 6 . I n fl u e n c e o f p y s i c o c h e m i c a l
p a r a m e t e r s o n t h e M i c r o t o x t e s t r e s p o n s e . T o x i c i t y A s s e s s m e n t : A n I n t e r n a t i o n a l
Q u a r t e r l y . 1 : 2 8 3 - 3 0 0 .
V o ge l , T . M . , C . S . C r i d d l e , a n d P . L . M c C a r t y . 19 8 7 . T r a n s f o r m a t i o n s o f
h a l o ge n a t e d a l i p h a t i c c o m p o u n d s . E n v i r o n . Sc i . T e c h n o l . 2 1 :7 2 2 - 7 36 .
V o g e l , T . M . , a n d P . L . M c C a r t y , 1 9 85 . B i o t r a n s f o r m a t i o n o f t e t r a c h l o r o e t h y l e n e t o
t ri c h l o r o e t h y l e n e , d i c h l o r o e t h y l e n e , v i n y l c hl o ri d e , a n d c a r bo n d i o x i de u n d e r
m e t h a n o g e n i c c o n d i t i o n s . A pp l . E n v i r o n . M i c r b i o l . 4 9 : 10 80 - 10 8 3 .
W a c k e t t , L . W . , G . A . B r u s s e a u , S . R . H o u s e h o l d e r , a n d R . S . H a n s o n . 1 9 89 .
Su r v e y o f m i c r o bi a l o x y ge n a s e s : T ri c h l o r o e t h y l e n e d e gr a d a t i o n b y pr o p a n e - o x i d i z i n g
b a c t e ri a . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 5 :2 9 6 0 - 2 9 64 .
W a c k e t t , L . W . , a n d D . T . G i b s o n . 19 8 8 . D e gr a d a t i o n o f t ri c hl o r o e t h y l e n e b y t o l u e n e
d i o x y ge n a s e i n w h o l e - c e l l s t u d i e s w i t h P s e u d o m o n a s p u t i d a F l . A p p l . E n v i r o n .
M i c r o b i o l . 5 4 : 17 0 3 - 1 70 8 .
W a c k e t t , L . W . , a n d S . R . H o u s e h o l d e r . 19 8 9 . T o x i c i t y o f tri c h l o r o e t h y l e n e t o
P s e u d o m o n a s p u t i d a F l i s m e d i a t e d b y t o l u e n e d i o x y g e n a s e . A pp l . E n v i r o n .
M i c r o b i o l . 5 5 : 2 7 2 3 - 2 72 5 .
W e s t e r i c k , J . J . , J . W . M e l l o w , a n d R . F . T h o m a s . 1 9 84 . T he g r o u n d w a t e r s u p p l y
s u r v e y . J . A , . Wa t e r W o r k s A s s o c . 7 6 : 5 2 - 5 9 .
W i l s o n , J . , T . , a n d B . H . W i l s o n . 19 8 5 . B i o t r a n s f o r m a t i o n o f t ri c h l o r o e t h y l e n e i n s o i l .
A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 4 9 :2 4 2 - 2 4 3 .
W i n t e r , R . B . , K . Y e n , a n d B . D . E n s l e y . 1 9 89 . E f f i c ie n t d e g r a da t i o n o f
t ri c h l o r o e t h y l e n e b y a r e c o m bi n a n t E s c h e r i c h i a c o l i . B i o T e c h n o l o gy . 7 :2 82 - 2 8 5 .
Z y l s t r a , G . J . , L . P . W a c k e t t , a n d D . T . G i b so n . 19 89 . T ri c h l o r o e t h y l e n e d e g r a d a t i o n
b y E s c h e r i c h i a c o l i c o n t a i n i n g t h e c l o n e d P s e u d o m o n a s p u t i d a F l t o l u e n e
d i o x y g e n a s e ge n e s . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l . 5 5 :3 16 2 - 3 16 6 .
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